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(57) Abstract 

Proteins derived from the product of tumour suppressor gene p53 and having enhanced functions for therapeutical use are disclosed. 
The proteins advantageously have enhanced tumour suppressor and programmed cell death inducer functions, particularly in proliferative 
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(57) Abrege 

La pre"sente invention concerne des prolines d6rivees du produit du gene suppresseur de tumeurs p53, possddant des fonctions 
am61iore*es en vue d'une utilisation th6rapeutique. Elle concerne avantageusement des prolines possddant des fonctions suppresseur de 
tumeurs et inducteur de mort cellulaire programmer am61iore*es, plus particulierement dans des contextes pathologiques de prolifdration 
dans lesquels la protiine p53 de type sauvage est inactive^. Elle concerne £galement les acides nucl6iques codant pour ces molecules, les 
vecteurs les contenant et leurs utilisations th^rapeutiques, notamment en th6rapie g^nique. 
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VARIANTS DE LA PROTEINE P53 ET UTIT JS ATTOTy S 
THERAPEUTTOUES 

La presents invention concerne des proteines derivees du produit du 
gene suppresseur de tumeurs p53, possedant des fonctions ameliorees en 
5 vue d'une utilisation therapeutique. Elle concerne avantageusement des 
proteines possedant des fonctions suppresseur de tumeurs et inducteur de 
mort cellulaire programmee superieures a celle de la proteine p53 de type 
sauvage, plus particulierement dans des contextes pathologiques de 
proliferation dans lesquels la proteine p53 de type sauvage est inactivee. 
10 Elle concerne egalement les acides nucleiques codant pour ces molecules, 
les vecteurs les contenant et leurs utilisations therapeutiques, notamment en 
therapie genique. Les produits de ('invention sont particulierement adaptes a 
la restauration des fonctions de p53 dans des contextes pathologiques tels 
que notamment les cancers. 

15 La proteine p53 sauvage intervient dans la regulation du cycle 

cellulaire et dans le maintien de I'integrite du genome de la cellule. Cette 
proteine, dont la fonction principale est d'etre un activateur de la transcription 
de certains genes, est susceptible, par un processus non encore bien defini, 
de bloquer la cellule en phase G1 du cycle cellulaire lors de I'apparition de 

20 mutations au cours de la replication du genome, et d'enclencher un certains 
nombre de processus de reparation de I'ADN. De plus, en cas de mauvais 
fonctionnement deuces processus de reparation ou en cas d'apparition 
d'evenements mutationnels trop nombreux pour etre corriges, cette proteine 
est capable d'induire le phenomene de mort cellulaire programmee, appele 

25 apoptose. 

De cette facon, la proteine p53 agit comme un supresseur de tumeur, 
en eliminant les cellules anormalement differenciees ou dont le genome a ete 
endommage. 
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Cette principale fonction de la p53 depend de sa fonction de facteur 
de transcription, soit en d'autre termes de sa double capacite & reconnaitre 
des sequences sp6cifiques au niveau de TADN g6nomique et & recruter la 
machinerie g6n6rale de transcription. 

5 La proteine p53 comporte 393 acides amines, qui d6finissent 5 

domaines fonctionnels (voir Figure 1) : 

- le domaine activateur de la transcription, constitue par les 
acides amines 1 & 73, capable de Her certains facteurs de la machinerie 
g6n6rale de transcription comme ia proteine TBP. Ce domaine est aussi le 

10 siege d'un certain nombre de modifications post-traductionnelles. II est 
6galement le siege d'interactions nombreuses de la proteine p53 avec de 
nombreuses autres proteines et notamment avec la proteine cellulaire mdm2 
ou la proteine EBNA5 du virus d'Epstein-Barr (EBV), capables de bloquer la 
fonction de la proteine sauvage. De plus, ce domaine possede des 

15 sequences d'acides amines dites PEST de susceptibility & la degradation 
proteolytique. 

- le domaine de liaison a I'ADN, localise entre les acides 
amines 73 et 315. La conformation de ce domaine central de p53 regule la 
reconnaissance de sequences d'ADN specifiques de la proteine p53. Ce 

20 domaine est le siege de deux types d'alterations affectant la fonction de la 
proteine sauvage : 

(i) Interaction avec des proteines bloquant la fonction de la p53 
comme Tantigdne 'grand T du virus SV40 ou les proteines virales E6 des 
virus HPV16 et HPV18 capables de provoquer sa degradation par le systeme 

25 de I'ubiquitine. Cette derniere interaction ne peut se faire qu'en presence de 
la proteine cellulaire E6ap (enzyme E3 de la cascade de I'ubiquitinilation). 

(ii) les mutations ponctuelles qui affectent la fonction de la p53 
et dont la quasi-totalite sont localisees dans cette region. 
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- le signal de localisation nucteaire, constitu6 des acides 
amines 315 d 325, indispensable au bon adressage de la prot6ine dans le 
compartiment oti elle va exercer sa principale fonction. 

- le domaine d'oligom6risation, constitu6 des acides amin6s 325 
5 & 355. Cette r6gion 325 & 355 forme une structure de type; feuillet 6 (326- 

334)-coude (335-336)-h6lice a (337-355). Les alt6rations de fonctions 
localis6es dans cette region sont essentiellement dues a (Interaction de la 
proline sauvage avec les differentes formes mutantes qui peuvent conduire 
& des effets variables sur la fonction de la prot6ine sauvage. 

10 - le domaine de r6gulation, constitue des acides amines 365 & 

393, qui est le si6ge d'un certain nombre de modifications post- 
traductionnelles (glycosylations, phosphorylations, fixation d'ARN,...) qui 
modulent la fonction de la prot6ine p53 de fagon positive ou negative. Ce 
domaine joue un rdle extr^mement important dans la modulation de I'activite 

15 de la prot6ine sauvage. 

Le fonctionnement de la protdine p53 peut etre perturbs de differentes 
fagons. 

- blocage de sa fonction par un certain nombre de facteurs 
comme par exemple Tantig6ne 'grand T du virus SV40, la proline EBNA5 

20 du virus d'Epstein-Barr, ou la proline cellulaire mdm2. 

- d6stabilisation de la prot6ine par augmentation de sa 
susceptibility & la prot6olyse, notamment par interaction avec la proteine E6 
des virus du papillome humain HPV16 et HPV18, qui favorise I'entree de la 
p53 dans le cycle d'ubiquitinilation. Dans ce cas I'interaction entre ces deux 

25 prot6ines ne peut se faire que par la fixation prealable d'une proteine 
cellulaire, la prot6ine E6ap dont le site de fixation est mal connu. 



- mutations ponctuelles au niveau du gene de la p53. 
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- d6l6tion d'un ou des deux alleles de la p53 

Les deux derniers types de modifications sont retrouv6s dans environ 
50% des difterents types de cancer. A cet 6gard, les mutations du g£ne de la 
p53 repertories dans les cellules canc6reuses touchent une tr6s grande 
5 partie du gdne codant pour cette proline, et ont pour r6sultats des 
modifications variables du fonctionnement de cette proline. On peut 
cependant noter que ces mutations sont en grande majorite local is6es dans 
la partie centrale de la proteine p53 dont on sait qu'elle est la region de 
contact avec les s6quences g6nomiques sp6cifiques de la proteine p53. 

10 Ceci explique pourquoi la plupart des mutants de la proline p53 ont 

comme principale caracteristique de ne plus pouvoir se fixer aux sequences 
d'ADN que reconnait la proline sauvage et ainsi de ne plus pouvoir exercer 
leur r6le de facteur de transcription. Par ailleurs, certains mutants semblent 
avoir acquis de nouvelles fonctions telles que Tactivation de certains gdnes 

15 au niveau transcriptionneL 

On regroupe actuellement I'ensemble de ces modifications dans trois 
categories: 

- les mutants dits faibles, dont le produit est une proteine non- 
fonctionnelle, qui, dans le cas de mutation sur un seul des deux alleles, 

20 n'affecte pas le fonctionnement de la proteine sauvage cod6e par I'autre 
allele. Les principaux repr6sentants de cette categorie sont les mutants H273 
et W248, ce dernier 6tant sp6cifique du syndrome familial de Li-Fraumeni 
d'hypersensibilite aux affections canc6reuses. 

- les mutants dominant-n6gatifs, dont le produit est une proteine 
25 non-fonctionnelle, qui, dans le cas de mutation sur un seul des deux alleles 

et par interaction avec la proteine sauvage, est capable de bloquer le 
fonctionnement de celle-ci par formation d'oligonrteres mixtes non-actifs qui 
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ne peuvent plus se fixer aux sequences d'ADN specifiques de la proteine 
sauvage. Le principal representant de cette categorie est le mutant G281. 

- les mutants dominant-oncogeniques, dont le produit est une 
proteine qui est capable d'une part de bloquer la fonction de la proteine 
5 sauvage comme les mutants de la categorie precedente, et d'autre part, de 
favoriser par des mecanismes mal connus le developpement tumoral, 
presentant ainsi un gain de fonction. Le principal representant de cette 
categorie est le mutant H175. 

Compte tenu de ses proprietes anti-tumorales et apoptotiques et de 
10 son implication dans nombreuses pathologies de type hyperproliferatives, le 
gene p53 sauvage a ete utilise dans des approches de therapie genique et 
cellulaire. II a en particulier ete propose de traiter certaines pathologies 
hyperproliferatives, et notament des cancers, par administration in vivo du 
gene p53 sauvage, par restauration des fonctions de p53. L'administration 
15 peut etre realisee preferentiellement par des vecteurs viraux et notamment 
adenoviraux (W094/24297) ou retroviraux (WO94/06910). 

II a ainsi ete montre que I'introduction d'un acide nucleique codant 
pour la proteine p53 sauvage permettait de restaurer partiellement une 
regulation normale de la croissance cellulaire. Cependant, si ces resultats 

20 sont encourageants, I'efficacite de ces approches est limitee par I'efficacite 
therapeutique de la proteine p53 apres transfert et expression in vivo dans 
les cellules hyperproliferatives. En effet, les situations pathologiques 
hyperproliferative telles que les cancers proviennent du dereglement de 
I'equilibre qui s'etablit dans un reseau de contrdles negatifs et positifs de la 

25 croissance cellulaire. L'inactivation du contrdle negatif exerce par la proteine 
p53 sauvage par I'apparition d'un mutant p53 dominant negatif a partir de 
I'un des deux alleles, la surexpression d'un partenaire cellulaire inactivant 
p53 comme par exemple mdm2, voir la presence d'un inactivateur viral suite 
a une infection, constituent un contexte non favorable pour une therapie 
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bas6e sur la r6introduction d'une proteine p53 sauvage qui risque fort d'Stre 
6galement inactiv6e. 

II est done particulterement important de pouvoir disposer de proteines 
de type p53 ayant des propri6tes ttterapeutiques accrues. Notarnment, il 
5 serait particulferement avantageux de disposer de motecules p53 actives 
constitutivement et non sensibles aux effets inactivateurs des mutants 
dominant-n6gatifs et oncog6niques ou d'autres proteines cellulaires ou 
virales telles que E6 de HPV18 et HPV16, MDM2, EBNA5 de EBV, etc 
rencontr6s dans les cellules tumorales. 

10 Certaines modifications de la proteine p53 ont 6te d6crites dans Tart 

anterieur. Ainsi, la demande WO95/06661 d6crit des modifications sur 
certains r6sidus des regions homologues de la proteine p53, c'est-&-dire 
dans les r6gions 343-351, 372-380 et 381-393. Cependant, ces modifications 
sont tr6s mineures et ne permettent pas aux produits r6sultant d'6chapper 

15 aux nrtecanismes deactivation de la proteine p53 in vivo. De plus, ces 
prolines ne semblent pas presenter d'activite am6lior6e par rapport d la 
proteine p53 sauvage. 

Hupp et al. (Cell Vol 71 (1992) 875) ont d6crit un d6riv6 de p53 
comprenant une d6l6tion des 30 r6sidus C-terminaux (p53AC-ter30). 
20 Toutefois, si cette proteine conserve une capacite d tier I'ADN, ses proprtetes 
apoptotiques ne sont pas d6montrees. De plus, elle n'est pas r6sistante & 
Tinactivation par les mutants dominants n6gatifs. 

Pietenpol et al (PNAS 91 (1994) 1998) ont d6crit des molecules 
chinrteriques d6riv6es de la proteine p53, notarnment une proteine VP16-p53 
25 (80-343)-GCN4. Cependant, cette molecule possdde une capacity de liaison 
& I'ADN et de transactivation nettement diminu6es par rapport & la proteine 
p53 sauvage (40%). Par ailleurs, elle possSde une region d'oligonterisation 
non selective, risquant d'interagir avec d'autres composant cellulaires et ainsi 
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d'induire une r6ponse cellulaire non sp£cifique. Par ailleurs, ses proprtetes 
de resistance aux m6canismes deactivation ne sont pas indiqu6es. 

La pr6sente invention d6crit de nouveaux variants de la proteine p53 
pr6sentant des propri6t6s th6rapeutiques am6lior6es. Elie ddcrit en 
5 particulier des variants adaptes & une utilisation en th6rapie genique, 
notamment anti-cancereuse. Les variants de Tinvention d6rivent de la 
proteine p53 par modification(s) structurale(s), conservent une activite de 
type p53 et, exprinrtes dans des cellules hyperproliteratives, pr6sentent au 
moins une propriete accrue par rapport & la proteine p53. II peut s'agir en 
10 particulier de I'activite anti-prol iterative et/ou apoptotique. Les variants de 
I'invention possddent avantageusement une activity anti-proliterative et/ou 
apoptotique accrue, ou plus sp6cifique des cellules hyperproliteratives, ou 
moins sensible aux differentes alterations auxquelles est sujette la p53 
sauvage. 

15 Un premier objet de ('invention concerne plus particulierement un 

variant de la proteine p53 dans lequel tout ou partie du domaine 
d'oligorrterisation est delete et remplace par un domaine leucine zipper 
artificiel. Comme indique ci-avant, la proteine p53 est inactivee par certains 
mutants, et notamment les mutants dominant-negatifs et oncogen iques, 

20 rencontres dans les cellules tumorales. Cette inactivation est le resultat de la 
formation d'oligonrteres mixtes non actifs entre la proteine p53 sauvage et le 
mutant, qui ne peuvent plus se fixer aux sequences sp6cifiques reconnues 
par la proteine p53 sauvage. La presente invention decrit maintenant des 
variants de la proteine p53 resistant a I'effet dominant negatif de certains 

25 mutants, c'est-&-dire des variants actifs dans un contexte cellulaire 
pr6sentant un ou deux alleles mutes, ce qui est le cas de prds de 90% des 
cancers humains p53 dependants. 

Dans les variants selon I'invention, tout ou partie du domaine 
d'oligonrterisation naturel de la proteine, qui ne fait pas la distinction entre les 
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formes sauvage et mutante, est ainsi remplace par un domaine equivalent 
poss6dant une capacite d'oligorn6risation sp6cifique. Cette modification est 
effective en utilisant un leucine-zipper artificiel optimist pour former un 
dimdre. Les molecules selon I'invention comportant un tel leucine-zipper 
5 artificiel sont particulidrement avantageuses car torment des oligomeres 
uniquement avec d'autres molecules portant le mdme leucine-zipper. Elles 
ne torment done pas d'oligomeres avec les mutants dominant n6gatifs ou 
oncog6niques de la proteine p53 f susceptibles de les inactiver. Elles ne 
torment pas non plus d'oligomeres avec d'autres prolines cellulaires portant 
10 des domaines d'oligom6risation, susceptibles 6galement de les inactiver ou 
d'induire des effets ind6sirables. Elles ne peuvent former que des homo- 
oligomeres et possedent done une s6lectivit6 importante, assurant une 
meilleure activite dans un contexte de pathologie hyperprol iterative. 

Selon la pr6sente invention, le domaine leucine zipper artificiel est 
15 done avantageusement un domaine non present d I'etat naturel, assurant 
une s6lectivit6 d'oligom6risation. Tout pr6ferentiellement, le domaine 
d'oiigomerisation est repr6sent6 par la sequence SEQ ID n° 1. 

Dans un mode de realisation pr6f6re de I'invention, les variants 
component une deletion de tout ou partie du domaine d'oligomerisation et de 

20 tout ou partie du domaine de regulation. Comme indiqu6 pr6cedemment, le 
domaine d'oligomerisation est localise entre les r6sidus 325-355 inclus et le 
domaine de regulation entre les r6sidus 365-393 inclus. Ce type de variant 
est tout & fait avantageux car est depourvu de tout ou partie des effets de 
regulation negative exerc6e par rintemi6diaire de la partie C-terminale (aa 

25 365-393). Ces variants constituent des proteines potentiellement 
constitutivement actives, pr6sentant une activite non modulable et 
6ventuellement accrue. La region de regulation est avantageusement 
supprim6e dans sa totalite. Les variants pr6f6res selon I'invention comportent 
une deletion de la partie C-terminale de la proteine p53, & partir du residu 

30 326 ou 337 inclus. 
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Des exemples d'intermtdiaires utilises pour la construction de ces 
variants sont notamment : 

. pEC107 (75-325-lz) posstdant une d§l6tion de la partie C-terrninale 
de la proline p53, & partir du r6sidu 326, substitute par un domaine 
5 d'oligomtrisation artificiel de sequence SEQ ID n°1. 

. pEC110 (75-336-lz) posstdant une dtlttion de la partie C-terminale 
de la prottine p53, & partir du rtsidu 337, substitute par un domaine 
d'oligomtrisation artificiel de stquence SEQ ID n°1. 

Selon un mode de realisation avantageux, dans les variants de 
10 invention, le rtsidu cysteine en position 182 de la prottine p53 est remplact 
par une histidine. Cette mutation permet avantageusement d'augmenter 
l'aff initt du variant pour les sequences nucltotidiques sptcif iques de liaison, 
[.'introduction de cette modification suppltmentaire permet done d'obtenir 
une moltcule ayant en plus un potentiel transactivateur augmentt. 

15 Des exemples prtcis de constructions intermtdiaires pour la 

preparation de variants selon I'invention combinant ces differentes 
modifications sont notamment : 

pEC139 (75-325(H182)-lz) possedant une delation de la partie C- 
terminale de la prottine p53, & partir du rtsidu 326, substitute par un 
20 domaine d'oligomtrisation artificiel de sequence SEQ ID n°1, et une histidine 
en position 182. 

pEC140 (75-336(H182)-lz) posstdant une dtlttion de la partie C- 
terminale de la proline p53, & partir du residu 337, substitute par un 
domaine d'oligomtrisation artificiel de sequence SEQ ID n°1, et une histidine 
25 en position 182. 



Avantageusement, dans les variants selon I'invention, tout ou partie du 
domaine transactivateur est tgalement dtlttt et remplace par un domaine 
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transactivateur h6t6rologue. II a 6t6 indiqu6 ci-avant que les fonctions 
transactivatrices de p53 sont essentielles £ son activity de suppresseur de 
turneur ou d'inducteur d'apoptose. De manidre & augmenter le potentiei 
th6rapeutique des variants selon I'invention, il est particulidrement 
5 avantageux de substituer le domaine transactivateur naturel par un domaine 
transactivateur h6t6rologue puissant. Ces variants pr6sentent ainsi de 
nombreux avantages. lis possedent bien entendu une activity transactivateur 
6lev6e. Mais ils sont 6galement rendus insensibles aux effets de regulation 
negative exerc6s par I'interm6diaire de la partie N-terminale (aa 1-73). En 

10 effet cette region contient les sequence PEST responsables de sa 
degradation proteolytique. La substitution de cette region par un domaine 
transactivateur h6t6rologue d6pourvu de sequences PEST permet de 
diminuer cette regulation negative. Ces variants sont 6galement caract6ris6s 
par la diminution, voire la suppression, de toute interaction avec la proteine 

15 E6 du virus du papillome humain (HPV) qui est susceptible d'induire leur 
degradation, lis sont egalement moins sensibles aux interactions avec 
d'autres proteines cellulaires telles que MDM2 et EBNA qui affectent I'activite 
de la proteine p53 sauvage. Les variants ainsi obtenus poss6dent done une 
stabilite accrue. La suppression des domaines sensibles & une regulation 

20 negative (domaines regulateur et transactivateur) conduit de maniere 
particulierement avantageuse a des molecules qui ne sont plus la cible de 
proteines induisant leur proteolyse ou leur inactivation. 

Avantageusement, dans les variants de I'invention, le domaine 
transactivateur est supprime par deletion des r6sidus 1 & 74. Les 
25 constructions intermediates utilisees pour la realisation de telles molecules 
sont notamment pEC107 (75-325-lz), pEC110 (75-336-lz), pEC139 (75- 
325(H182)-lz) et pEC140 (75-336(H182)-lz). 

Selon un premier mode de realisation, le domaine transactivateur 
h6t6rologue est le domaine transactivateur de VP16. II est avantageusement 
30 constitue des r6sidus 411 & 490 de VP16, dont la sequence est donnee 
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SEQ ID n° 2. Des exemples prtcis de variants selon I'invention combinant 
ces difftrents modifications sont notamment : 

=> pEC114 (VP16-75-325-lz) posstdant une dtlttion de la partie N- 
terminale de la proline p53 comprenant les rtsidus 1-74, substitute par le 
5 domaine transactivateur de VP16 de stquence SEQ ID n° 2 et une dtlttion 
de la partie C-terminale de la proline p53, a partir du rtsidu 326, substitute 
par un domaine d'oligomtrisation artificial de stquence SEQ ID n°1. La 
sequence complete du variant pEC1 14 est representee SEQ ID n° 25. 

=> pEC116 (VP16-75-336-lz) posstdant une dtlttion de la partie N- 
10 terminate de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, substitute par le 
domaine transactivateur de VP16 de stquence SEQ ID n° 2 et une dtlttion 
de la partie C-terminale de la prottine p53, & partir du rtsidu 337, substitute 
par un domaine d'oligomtrisation artificiel de stquence SEQ ID n°1. La 
stquence complete du variant pEC1 16 est representee SEQ ID n° 26. 

15 => pEC147 (VP16-75-325(H182)-lz) posstdant une dtlttion de la 

partie N-terminale de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, 
substitute par le domaine transactivateur de VP16 de stquence SEQ ID n° 
2; une dtlttion de la partie C-terminale de la prottine p53, & partir du rtsidu 
326, substitute par un domaine d'oligomtrisation artificiel de sequence SEQ 

20 ID n°1, et une histidine en position 182. 

=> pEC149 (VP16-75-336(H182)-lz) posstdant une dtlttion de la 
partie N-terminale de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, 
substitute par le domaine transactivateur de VP16 de stquence SEQ ID n° 
2; une dtlttion de la partie C-terminale de la prottine p53, & partir du rtsidu 
25 337, substitute par un domaine d'oligomtrisation artificiel de stquence SEQ 
ID n°1 , et une histidine en position 1 82. 

En raison des modifications mentionntes ci-avant, les variants de 
I'invention ont tgalement des proprittts 'tueuses' que sont I'arret du cycle 
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cellulaire et I'apoptose potentiellement am6lior6es. La combinaison des 
modification mentionn6es, incluant la presence d'un domaine 
d'oligom6risation s6lectif et un pouvoir transactivateur am6lior6 par 
substitution du domaine d'origine et par la presence d'une histidine en 182 
5 conferent en effet aux variants de I'invention des potentiality th6rapeutiques 
nettement am6lior6es. En outre, les variants selon ('invention permettent 
d'Gviter ('apparition de certains mutants (dominants oncogfeniques). Les gains 
de fonction de certains mutants die p53 sont encore mat d6finis tant au 
niveau de leur rn6canismes qu'au niveau des domaines de la prot&ine p53 

10 impliqu6s. II est fort probable que certaines de ces nouvelles fonctions vont 
d6pendre de 1'association & certains partenaires cellulaires effecteurs. 
L'6limination des domaines impliqu6s dans ces interactions, et dont les 
propri6t6s transformantes ont 6t6 mises en evidence, au sein des molecules 
d6crites dans la pr6sente demande sont de nature & empGcher Tapparition 

15 de ces gains de fonctions oncog6niques. Ainsi les mutations qui 
apparaitraient de fagon al6atoire lors de la preparation des lots cliniques de 
plasmides codant pour les polypeptides d6crits ou lors de la production de 
lots cliniques de vecteurs viraux ou chimiques codant pour ces memes 
polypeptides ne cr6eraient pas une sous-population de molecules 

20 oncog6niques. 

Par ailleurs, en raison de la suppression de certains domaines de p53 
indispensables pour la fixation de certaines molecules inhibitrices de sa 
fonction, les variants de I'invention presentent 6galement une activity 
th6rapeutique plus 6lev6e et plus stable. Finalement, I'existence de motifs 

25 6trangers dans les diff6rentes constructions de Invention (proteine AS 
murine par exemple, domaine d'oligomerisation artificiel, etc) est susceptible 
de d6clencher une reaction immunitaire lors de la mort des cellules 
transfect6es et du relargage dans le milieu extracellulaire des ces differents 
fragments, augmentant ainsi la capacite du systeme immunitaire & lutter 

30 contre les cellules tumorales. 



WO 97/04092 



PCT/FR96/01111 



13 

Selon un autre mode de realisation, le domaine transactivateur 
h6t6rologue est un domaine transactivateur actif pr6f6rentiellement dans les 
cellules transformdes et non dans les cellules saines avoisinantes. La 
pr6sente invention d6crit en effet 6galement des mol6cules dont la fonction 
5 s'exerce essentiellement dans des cellules transform6es et non dans les 
cellules saines avoisinantes. Bien qu'il semble que I'expression exog^ne 
d'une p53 sauvage au sein d une cellule diff6renci§e comportant de la p53 
sauvage endogdne ait peu ou pas d'effet sur la viability, il est n6anmoins 
avantageux de pouvoir disposer d'une proteine qui ne serait fonctionnelle 

10 qu'au sein de la cellule cibl6e. Cette sp6cificit6 de la cellule tumorale versus 
la cellule normale est actuellement beaucoup travailtee au niveau de la 
sp6cificit6 du ciblage du vecteur viral ou de la conception de systdmes 
depression sp6cifiques. La pr6sente invention d6crit maintenant des 
d6riv6s de p53 dont un des domaines fonctionnels est 6teint en Tabsence 

15 d'un activateur cellulaire pr6sent essentiellement dans les cellules 
transform§es. 

Ainsi, un autre objet de Tinvention concerne un variant de la prot6ine 
p53 actif pr6f6rentiellement dans les cellules transform6es, dans lequel un 
au rnoins des domaines fonctionnels de p53 est d6l6t6 en tout ou en partie et 

20 est substitu6 par un domaine hfeterologue actif prfeferentiellement dans les 
cellules transform6es. Pr6ferentiellement, le domaine fonctionnel de p53 
concern^ est le domaine transactivateur. Ainsi, un objet particulierement 
pr6f6r6 de Tinvention concerne un variant de la proteine p53 actif 
pr6f6rentiellement dans les cellules transformees, dans lequel le domaine 

25 transactivateur naturel est d6l6t6 en tout ou en partie et est substitu6 par un 
domaine transactivateur actif pr6f6rentiellement dans les cellules 
transform6es. Avantageusement, le domaine transactivateur naturel est 
d6l6t6 par suppression des r6sidus 1-74 inclus de p53. 

L'invention concerne plus particulierement des variants de p53 qui 
30 sont fonctionnels sp§cifiquement en presence d'une proteine Ras 
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oncog6nique ou d'un mutant de p53. Ces mol6cules sont obtenues 
notamment par remplacement du domaine transactivateur de la prot6ine p53 
sauvage par un domaine prot6ique capable de lier sp6cifiquement un 
transactivateur ou un complexe transactivateur present dans une cellule 
5 transform6e. 

Le domaine prot&que capable de lier sp&cifiquement le 
transactivateur transcriptionnel ou le complexe transactivateur 
transcriptionnel pr6sent dans les mol6cules de 1'invention peut §tre de 
drff6rents types. II peut s'agir en particulier d'un domaine d , oligom6risation 

10 dans le cas od le transactivateur ou le complexe transactivateur cibl§ 
comporte 6galement un tel domaine. II peut 6galement s'agir de tout domaine 
synth6tique ou naturel connu pour interagir avec ledit transactivateur ou 
complexe transactivateur. II peut encore s'agir d'un anticorps ou d'un 
fragment ou d6riv6 d'un anticorps dirig6 contre le transactivateur ou 

15 complexe transactivateur. 

Avantageusement, le domaine h6t6rologue est constitu6 par un 
anticorps ou un fragment ou d6riv6 d'anticorps. Les fragments ou d6riv6s 
d'anticorps sont par exemple les fragments Fab ou F(ab)'2, les regions VH 
ou VL d'un anticorps ou encore des anticorps simple chaine (ScFv) 
20 comprenant une region VH liee ^ une region VL par un bras. La construction 
de sequences d'acides nucleiques codant pour de tels anticorps modifies 
selon I'invention a 6t6 decrite par exemple dans le brevet US4,946,778 ou 
dans les demandes WO94/02610, W094/29446. 

Une construction pr6f6r6e selon la presente invention comprend un 
25 ScFv dirige contre un mutant de la proteine p53. Ces mutants apparaissent 
dans les cellules transformees et poss6dent un domaine transactivateur. 
Leur recrutement par un variant selon I'invention cr6e une molecule chimere 
active s6lectivement dans les cellules transformees. 



t 
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Selon un autre mode prefere, le ScFv est dirige contre un complexe 
transactivateur, c'est a dire un complexe entre une molecule cible presente 
selectivement dans les cellules transformees, mais depourvue d'activite 
transactivateur transcriptionnel (par exemple un ras oncog6nique), et une 
5 molecule portant un domaine transactivateur. Cette derniere comporte 
avantageusement un domaine transactivateur et un domaine de liaison 
selectif a ladite molecule cellulaire (par exemple un ScFv anti-ras). La 
fixation de cette molecule permet la formation d'un complexe binaire 
transactivateur transcriptionnel, lequel complexe etant alors recrute par le 
10 variant de invention. 

Tout autre type de modification conduisant a cette specificite d'activite 
peut bien entendu etre utilisee dans le cadre de la presente invention, telle 
que notamment tout domaine transactivateur specifique d'un type de cellule. 

Ces variants selectifs component avantageusement des modifications 
15 supplementaires dans la partie C-terminale comme indique ci-avant pour 
ameliorer encore leurs proprietes. Ainsi, ils comportent avantageusement 
une deletion de tout ou partie du domaine d'oligomerisation, qui peut etre 
remplace par tout domaine d'oligomerisation heterologue. II s'agit plus 
preferentiellement d'un domaine d'oligomerisation artificiel, tel que defini ci- 
20 avant. 

Des exemples precis de variants selon I'invention actifs 
preferentiellement dans les cellules transformees sont notamment : 

ScFv.antip53*-75-325-lz, possedant une deletion de la partie N- 
terminale de la proteine p53 comprenant les residus 1-74, substituee par un 
25 domaine proteique capable de lier specifiquement un mutant de la proteine 
p53 present dans une cellule transformee, et une deletion de la partie C- 
terminale de la proteine p53, a partir du residu 326, substituee par un 
domaine d'oligomerisation artificiel de sequence SEQ ID n°1 . 
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ScFv.antip53*-75-325(H182)-lz, comprenant en plus une mutation 

His 182. 

ScFv.antip53*-75-336-Iz, posstdant une dtlttion de la partie N- 
terminate de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, substitute par un 
5 domaine prottique capable de Iter sptcifiquement un mutant de la proline 
p53 present dans une cellule transformte, et une dtlttion de la partie ex- 
terminate de la prottine p53, £ partir du rtsidu 337, substitute par un 
domaine d'oligomtrisation artificiel de sequence SEQ ID n°1 . 

ScFv.antip53*-75-336(H182)-lz, comprenant en plus une mutation 

10 His182. 

- ScFv.antip53*-75-393, posstdant une dtlttion de la partie N- 
terminale de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, substitute par un 
domaine prottique capable de lier sptcifiquement un mutant de la prottine 
p53 prtsent dans une cellule transformte. 

15 - ScFv.antip53*-75-393(H182), comprenant en plus une histidine en 

position 182. 

- ScFv.antip53*-75-367, posstdant une dtlttion de la partie N- 
terminale de la prottine p53 comprenant les residus 1-74, substitute par un 
domaine prottique capable de lier sptcifiquement un mutant de la prottine 

20 p53 prtsent dans une cellule transformte; et une dtlttion de la partie C- 
terminale, a partir du rtsidu 368. 

- ScFv.antip53*-75-367(H182), comprenant en plus une histidine en 
position 182, 

- ScFv.antip53*-75-AS, posstdant une dtlttion de la partie N- 
25 terminate de la prottine p53 comprenant les rtsidus 1-74, substitute par un 

domaine prottique capable de lier sptcifiquement un mutant de la prottine 
p53 prtsent dans une cellule transformte; et une dtlttion de la partie C- 
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terminate, & partir du r6sidu 367, additionn6e des 19 acides amines de 
s6quence SEQ ID n° 3. 

- ScFv.antip53*-75-AS(H182), comprenant en plus une histidine en 
position 182, 

5 En outre, le terme actif pr6f6rentiellernent indique que ces variants 

exercent leur activit6 essentiellement lorsqu'ils sont exprimes dans des 
cellules transform6es. Une activity r6siduelle peut toutefois exister dans les 
cellules non transform6es, mais inf6rieure & celle observ6e dans les cellules 
transforrn6es. 

10 Un autre objet de la pr6sente invention concerne un variant de la 

proteine p53 comprenant une d6l6tion de la partie C-terminale, a partir du 
r6sidu 367, fusionn6 & la s6quence SEQ ID n° 3 (AS). Cette s6quence 
correspond aux 19 derniers acides amines du produit d'6pissage alternatif de 
la prot6ine p53 murine. Ce variant pr6sente done une modification du 

15 domaine d'oligom6risation bas6e sur une prot6ine decrite chez la souris 
comme un variant d'6pissage alternatif de la proteine sauvage dans laquelle 
les 27 acides amines C-terminaux sont remplaces par 19 acides amines 
diff6rents. Ce variant possdde une affinity pour les sequences sp6cifique de 
liaison & I'ADN potentiellement accrue. 

20 Ce variant cornporte avantageusement des modification dans la partie 

N-terminale comme indiqu§ ci-avant pour ameliorer encore ses propri§t6s. 
Ainsi, il cornporte avantageusement une delation de tout ou partie du 
domaine transactivateur, qui peut etre remplac6 par tout domaine 
transactivateur h6t6rologue. II s'agit plus pr6ferentiellement du domaine 

25 transactivateur d6riv§ de la prot6ine VP16 ou d'un domaine prot6ique 
capable de lier sp6cifiquement un transactivateur ou un complexe 
transactivateur present dans une cellule transform6e. En outre, le residu 182 
de la prot6ine p53 est avantageusement remplace par une histidine. 
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Des exernples pr6cis de ce type de variants selon Tinvention sont 
notamment : 

. ScFv.antip53*-75-AS, d6crit ci-avant, 

. pEC143 (VP16-75-AS), poss6dant une d6l6tion de la partie N- 
5 terminale de la prot6ine p53 comprenant les r6sidus 1-74, substitu6e par ie 
domaine transactivateur de VP16 de s6quence SEQ ID n° 2; et une d6l6tion 
de la partie C-terminale, d partir du r6sidu 367, additionn6e des 19 acides 
amin6s de s§quence SEQ ID n° 3. La sequence complete du variant pEC143 
est repr6sent6e SEQ ID n° 28. 

10 . ScFv.antip53*-75-AS(H1 82), d6crit ci-avant, 

. PEC153 (VP16-75-AS(H182)), correspond a pEC143 avec une 
histidine en position 1 82. 

Selon une mantere plus gen6rale, Tinvention concerne toute prot6ine 
chimdre comprenant un domaine transactivateur, un domaine de liaison & 

15 I'ADN, un domaine d'adressage au noyau et un domaine d'oligom^risation, 
dans laquelle les domaines de liaison a I'ADN et d'adressage au noyau sont 
constitu6s par les acides amines 75 & 325 de la prot6ine p53 sauvage 
humaine (SEQ ID n° 4). La demanderesse a en eftet montre que cette region 
de la prot6ine p53, couplee & des domaines transactivateur et 

20 d'oligom6risation appropries, permet la creation de molecules de type p53 
ayant des propri6t6s particulterement avantageuses en terme de stability, de 
r6sistance aux effets n6gatifs des mutants de p53 et de sensibility a 
Pinactivation par certains facteurs cellulaires. 

Selon une variante, les domaines de liaison & I'ADN et d'adressage au 
25 noyau sont constitu6s par les acides amines 75 a 336 de la proteine p53 
sauvage humaine (SEQ ID n° 5). 
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Les prolines chimdres selon I'invention peuvent comporter diff6rents 
types de domaines transactivateur. II peut s'agir du domaine transactivateur 
de la prot6ine p53. Pr6f6rentiellement f il s'agit d'un domaine transactivateur 
h6terologue, choisi par exemple parmi le domaine transactivateur de VP16 
5 ou un domaine proteique capable de Her sp6cifiquement un transactivateur 
ou un complexe transactivateur pr6sent dans une cellule transforms. 

Concernant le domaine d'oligom6risation t il s'agit pr6f6rentiellement 
d'un domaine artificiel, et done sp6cifique, tel que par exemple un leucine 
zipper artificiel, en particulier de s6quence SEQ ID n° 1. 

10 Les prolines chimdres selon I'invention peuvent en outre comporter 

un rfcsidu histidine en position 182. 

Des exemples pr§cis de prot6ines chimdres telles que d6crites dans la 
pr6sente demande sont notamment pEC1 14, pEC1 16, pEC147 et pEC149. 

La pr6sente invention a 6galement pour objet tout acide nucl6ique 
15 codant pour un variant ou une prot6ine chimdre tel que d6fini ci-avant. 

L'acide nucl6ique selon I'invention peut etre un acide ribonucl6ique 
(ARN) ou d6soxyribonucl6ique (ADN). En outre, il peut s'agir d'un ADN 
comptementaire (ADNc) 6ventuellement comprenant un ou plusieurs 
introns du g6ne p53. II peut §tre d'origine humaine, animale, virale, 

20 synth6tique ou semi-synth§tiqiie. II peut etre obtenu de differentes 
manferes et notamment par synthase chimique en utilisant les sequences 
pr6sent6es dans la demande et par exemple un synth6tiseur d'acides 
nucl6iques. II peut 6galernent etre obtenu par criblage de banques au 
moyen de sondes sp6cifiques, notamment telles que decrites dans la 

25 demande. II peut encore §tre obtenu par des techniques mixtes incluant la 
modification chimique (Elongation, delation, substitution, etc) de 
sequences cribtees & partir de banques. D'une manidre gen§rale, les 
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acides nucleiques de I'invention peuvent etre prepares selon toute 
technique connue de I'homme du metier. 

Preferentiellement, I'acide nucteique selon I'invention est un ADNc 
ou un ARN. 

5 L'acide nucleique selon I'invention est avantageusement choisi 

par mi : 

(a) tout ou partie des sequences SEQ ID n° 25, 26,27,28,29, 31 , 32, 
33 et 34 ou de leur brin complementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec les sequences (a) et codant pour 
10 un d6rive selon I'invention, 

(c) les variants de (a) et (b) resultant de la degenerescence du code 
genetique. 

Comme indique precedemment, la demanderesse a maintenant 
construit de nouvelles sequences dacide nucleique codant pour des 

15 polypeptides variants de p53, ayant des proprietes antiproliferatives et 
apoptotiques tout a fait remarquables. Ces acides nucleiques peuvent etre 
utilises comme agents therapeutiques pour produire dans les cellules des 
derives selon I'invention capables de detruire ou de corriger des 
dysfonctionnements cellulaires. A cet effet, la presente invention concerne 

20 egalement toute cassette d'expression comprenant un acide nucleique tel 
que defini ci-avant, un promoteur permettant son expression et un signal 
de terminaison de la transcription. Le promoteur est avantageusement 
choisi parmi les promoteurs fonctionnels dans les cellules mammiferes, de 
preference humaines. Plus preferentiellement, it s'agit d'un promoteur 

25 permettant I'expression d'un acide nucleique dans une cellule 
hyperproliferative (cancereuse, restenose, etc). A cet egard, differents 
promoteurs peuvent etre utilises. II peut s'agir par exemple du propre 
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promoteur du gdne p53. II peut 6galement s'agir de r6gions d'origine 
difterente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou m&me 
synth6tiques). II peut ainsi s'agir de tout promoteur ou s6quence d6riv6e 
stimulant ou r6primant la transcription d'un gdne de fagon sp6cifique ou 
5 non, inductible ou non, forte ou faible. On peut citer notamment les 
sequences promotrices de gdnes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il 
peut s'agir de s6quences pron.wirices issues du g6nome de la cellule cible. 
Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut utiliser en particulier de 
promoteurs ubiquitaires (promoteur des g6nes HPRT, PGK, a-actine, 

10 tubuline, etc), de promoteurs des filaments interm6diaires (promoteur des 
gSnes GFAP, desmine, vimentine, neurofilaments, k6ratine, etc), de 
promoteurs de gdnes th6rapeutiques (par exemple le promoteur des g£nes 
MDR, CFTR, Facteur VIII, ApoAl, etc), de promoteurs sp6cifiques de tissus 
(promoteur du g£ne pyruvate kinase, villine, prot6ine intestinale de liaison 

15 des acides gras, a-actine du muscle lisse, etc) ou encore de promoteurs 
r6pondant d un stimulus (r6cepteur des hormones st6roides, recepteur de 
Tacide r6tinoTque, etc). De meme, il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome d'un virus, tel que par exemple les promoteurs des 
g§nes E1 A et MLP d'ad6novirus, le promoteur pr6coce du CMV, ou encore 

20 le promoteur du LTR du RSV, etc. En outre, ces regions promotrices 
peuvent §tre modifies par addition de sequences d'activation, de 
regulation, ou permettant une expression tissu-sp6cifique ou majoritaire. 

La pr6sente invention fournit maintenant de nouveaux agents 
th6rapeutiques permettant, par leurs propri6t6s antiproliferatives et/ou 

25 apoptotiques d'interferer avec de nombreux dysfonctionnements 
cellulaires. Dans ce but, les acides nucl6iques ou cassettes selon 
I'invention peuvent §tre injectes tels quels au niveau du site & traiter, ou 
incub6s directement avec les cellules S detruire ou traiter. II a en effet ete 
d6crit que les acides nucl6iques nus pouvaient p6n6trer dans les cellules 

30 sans vecteur particulier. N6anmoins, on pr§f6re dans le cadre de la 
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pr6sente invention utiliser un vecteur d'administration, permettant 
d'am6liorer (i) I'efficacite de ia p6n£tration cellulaire, (ii) le ciblage (iii) ia 
stability extra- et intracellulaires. 

Dans un mode de rnise en oeuvre particulterement pr6f6r6 de ia 
5 pr6sente invention Tacide nucteique ou la cassette est incorpor§ dans un 
vecteur. Le vecteur utilise peut §tre d'origine chimique (liposome, 
nanoparticule, complexe peptidique, lipides ou polymeres cationiques, etc) 
viraie (retrovirus, Adenovirus, virus de I'herpes, AAV, virus de la vaccine, 
etc) ou plasmidique. 

10 L'utilisation de vecteurs viraux repose sur les proprietes naturelles 

de transfection des virus. II est ainsi possible d'utiliser par exemple les 
adenovirus, les herpes virus, les retrovirus et les virus ad6no associ6s. 
Ces vecteurs s'avdrent particulierement performants sur le plan de la 
transfection. A cet 6gard, un objet pr6f6r6 selon I'invention reside dans un 
15 retrovirus recombinant d6fectif dont le g6nome comprend un acide 
nucteique tel que d6fini ci-avant Un autre objet particulier de I'invention 
reside dans un adenovirus recombinant d6fectif dont le genome comprend 
un acide nucteique tel que d6fini ci-avant. 

Le vecteur selon ('invention peut 6galernent etre un agent non viral 
capable de promouvoir le transfert et I'expression d'acides nucleiques 
dans des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou biochimiques, 
synthetiques ou naturels, repr6sentent une alternative interessante aux 
virus naturels en particulier pour des raisons de commodite, de security et 
6galement par I'absence de limite theorique en ce qui concerne la taille de 
TADN d transfecter. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions 
principales, compacter I'acide nucieique & transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage & travers la membrane plasmique 
et, le cas 6ch6ant, les deux membranes nucleates. Pour pallier a la 



20 



25 
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nature potyanionique des acides nucl6iques, les vecteurs non viraux 
possddent tous des charges polycationiques. 

Uacide nucl6ique ou le vecteur utilise dans la pr6sente invention 
peut §tre formute en vue d'administrations par voie topique, orale, 
5 parent6rale, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutan6e, 
intraoculaire, transdermique, etc. De pr6f6rence, I'acide nucl6ique ou le 
vecteur est utilis6 sous une forme injectable. II peut done §tre m6lang6 & 
tout v6hicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau du site & trailer. 

10 II peut s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de 
compositions sdches, notamment lyophilis6es, qui, par addition selon le 
cas d'eau st6rilis6e ou de s6rum physiologique, permettent la constitution 
de solutes injectables. Une injection directe de I'acide nucteique dans la 
tumeur du patient est ht§ressante car elle permet de concentrer I'effet 

15 th6rapeutique au niveau des tissus affect6s. Les doses d'acide nucteique 
utilis6es peuvent §tre adapt6es en fonction de diff6rents paramdtres, et 
notamment en fonction du g6ne, du vecteur, du mode d'administration 
utilis6, de la pathologie concern6e ou encore de la dur6e du traitement 
recherch6e. 

20 ^invention concerne 6galement toute composition pharmaceutique 

comprenant au moins un acide nucl6ique tel que d6f ini ci-avant. 

Elle concerne 6galement toute composition pharmaceutique 
comprenant au moins un vecteur tel que d6fini ci-avant. 

Elle concerne aussi toute composition pharmaceutique comprenant 
25 au moins un variant de p53 tel que d6fini ci-avant. 

En raison de leurs proprtetes antiproliferatives, les compositions 
pharmaceutiques selon I'invention sont tout particulierement adaptees 
pour le traitement des d6sordres hyperproliferatifs, tels que notamment les 
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cancers et la rest6nose. La pr6sente invention fournit ainsi une m6thode 
particulidrement efficace pour la destruction de cellules, notamrnent de 
cellules hyperprolif6ratives. Elle peut §tre utilis6e in vitro ou ex vivo. Ex 
vivo, elle consiste essentiellement d incuber les cellules en presence d'un 
5 ou plusieurs acides nucl6iques (ou d'un vecteur, ou cassette ou 
directernent du d6riv6). In vivo, elle consiste a administrer d. I'organisme 
une quantity active d'un vecteur (ou d'une cassette) selon I'invention, de 
pr6f6rence directernent au niveau du site & traiter (tumeur notamrnent). A 
cet 6gard, I'invention a 6galement pour objet une m6thode de destruction 
10 de cellules hyperproliferatives comprenant la mise en contact desdites 
cellules ou d'une partie d'entre-elles avec un acide nucl6ique tel que d6fini 
ci-avant. 

La pr6sente invention est avantageusement utilisee in vivo pour la 
destruction de cellules en hyperproliferation (i.e. en prolrf6ration 

15 anormale). Elle est ainsi applicable & la destruction des cellules tumorales 
ou des cellules de muscle lisse de la paroi vasculaire (rest6nose). Elle est 
tout particulterement appropri6e au traitement des cancers dans lesquels 
un mutant de p53 est observe. A titre d'exemple, on peut citer les 
ad6nocarcinomes du colon, les cancers de la thyroTde, les carcinomes du 

20 poumon, les Ieuc6mies my6loides, les cancers colorectaux, les cancers du 
sein, les cancers du poumon, les cancers gastriques, les cancers de 
I'oesophage, les lymphomes B, les cancers ovariens, les cancers de la 
vessie, les glioblastomas, les h6patocarcinomes, les cancers des os, de la 
peau, du pancreas ou encore les cancers du rein et de la prostate, les 

25 cancers de I'oesophage, les cancers du larynx, les cancers tete et cou, les 
cancers ano-g6nitaux HPV positifs, les cancers du nasopharynx EBV 
positifs, les cancers dans lesquels la prot6ine cellulaire mdm2 est 
surexprim6e, etc. 

Les variants de Tinvention sont particulidrement efficaces pour le 
30 traitement des cancers dans lesquels la prot6ine MDM2 est en outre 
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surexprim6e, ainsi que des cancers Ii6s au virus HPV teis que les cancers 
ano-g6nitaux HPV positifs. 

La presents invention est d6crite plus en detail dans les exemples qui 
suivent, qui doivent £tre consid6r6s comme illustratifs et non limitatifs. 

5 Lfeoende des Figures 

Figure 1 : Domaines fonctionnels de la proteine p53 sauvage. TA : 
Domaine activateur de la transcription; DNB : domaine de liaison & PADN; 
NLS : signal de localisation nucl6aire; OL : domaine d'oligom6risation; REG : 
domaine de regulation. 

10 Figure 2 : Construction d'un ADNc codant pour la forme AS de la p53. 

Figure 3 : Clonage des ADNc codant pour les constructions pEC104, 
pEC106, pEC131, pEC132 et pEC133 et pour leur variant H182. 

Figure 4 : Construction des variants pEC107, pEC110, pEC139 et 
pEC140 par fusion avec le domaine d'oligom6risation artificiel. 

15 Figure 5 : Construction des variants pEC114, pEC116, pEC141, 

pEC143, pEC145, pEC147, pEC149, pEC151, pEC153 et pEC155. 

Figure 6 : Reconnaissance de sequences d'ADN double brin 
sp6cifiques par les molecules hybrides de Tinvention. 

Experience de retard sur gel: competition entre HisV325 et p53 sauvage. 

20 colonne 1: incubation en Tabsence de HisV325 et p53 sauvage, colonne 2: 
30 ng p53 sauvage, colonne 3: idem 2 + pAb421, colonne 4: 30 ng HisV325, 
colonne 5: idem 4 + pAb421, colonne 6: 30 ng HisV325 + 30 ng p53 
sauvage, colonne 7: idem 6 + pAb421, colonne 8: 30 ng HisV325 + 15 ng 
p53 sauvage, colonne 9: idem 8 + pAb421, colonne 10: 30 ng HisV325 + 7.5 

25 ng p53 sauvage, colonne 11: idem 10 + pAb421, colonne 12: 30 ng HisV325 
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+ 4.5 ng p53 sauvage, colonne 13: idem 12 + pAb421, colonne 14: 30 ng 
HisV325 + 3 ng p53 sauvage, colonne 15: idem 14 + pAb421 

Figure 7 : Activite transactivatrice de la proteine p53 sauvage et des 
variants AS, V-325 et V-336. 

5 Figure 8 : Activite transactivatrice de la proteine p53 sauvage et des 

variants V-325, V-336 et V-343. 

Figure 9 : Expression des variants de I'invention dans les cellules 
SAOS-2 

Figure 10 : Induction des genes hdm2 et WAF1 dans les cellules EB, 
10 EB-1 et EB-V325 

Figure 1 1 : Effet de la proteine E6 sur la fonction transactivatrice de la 
proteine p53 et des variants de I'invention dans les cellules SAOS-2. 
Quantite des vecteurs CMV-construction = 1 0Ong 

Figure 12 : Effet de la proteine E6 sur la fonction transactivatrice de la 
15 proteine p53 et des variants de I'invention dans les cellules HeLa. 

Figure 13: Sensibilite de la proteine p53 sauvage et des variants de 
I'invention a la degradation induite par la proteine E6. 

Figure 14 : Effet du mutant dominant-negatif de p53 H175 sur la 
fonction transactivatrice des variants de I'invention. Quantite des vecteurs 
20 CMV-construction = 100ng 

Figure 15 : Effet de la proteine hdm2 sur la fonction transactivatrice de 
la proteine p53 et des variants de I'invention dans les cellules SAOS-2. 
Quantite des vecteurs CMV-construction = 100ng 

Figure 16 : Effet des proteines p53 sauvage et V-325 sur la croissance 
25 de cellules surexprimant la proteine hdm2. 



WO 97/04092 



PCT/FR96/01111 



27 

Figure 17 : Induction de I'apoptose par les proteines p53 sauvage et 

V-325. 

Figure 18 : Cinetique d'induction de I'apoptose dans les cellules EB, 
EB-1 et EB-V325 

5 Exempies 

Exemple A. Construction de differents fragments nucleotidiques 
necessaires a la realisation des genes codant pour les variants de la 
proteine p53 

A1 . Construction du cDNA codant pour la p53 sauvage humaine 

10 Le gene de ia p53 humaine a ete clone par reaction d'amplification en 

chaine (PCR) sur de I'ADN d'une banque de placenta humain (Clontech) en 
utilisant les oligonucleotides 5'-1 et 3'-393. 

Oligonucleotide 5'-1 (SEQ ID n° 6) : 
ATGGAGGAGCCGCAG 

15 Oligonucleotide 3'-393 (SEQ ID n° 7) : 

GGCGGCCGCGATATCGATTCATCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC 

Ce produit a ensuite ete clone directement apres PCR dans le vecteur 
pCRII (Invitrogene). 

A2 - Construction d'un ADNc codant pour la forme AS de la p53 

20 La forme AS de la p53 comprend un fragment codant pour les acides 

amines 1 a 366 de la proteine p53 humaine additionne des 19 demiers 
acides amines du produit d'epissage alternatif de la proteine p53 murine. 

La forme AS de la p53 a ete obtenue en deux etapes: 
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- amplification par PCR d'un fragment codant pour les acides amines 1 
a 367 de la proteine p53 en utilisant les oligonucleotides 5'-1 (Cf exemple 
A1)et3'-367. 

Oligonucleotide 3'-367 (SEQ ID n° 8) : 



Le fragment PCR ainsi obtenu a ensuite ete clone dans le vecteur 
pCRII (Invitrogene). Le fragment ainsi clone possede un site de 
reconnaissance pour I'enzyme de restriction Xho I (fragment 1-367). 

- les oligonucleotides 5'-AS1, 5-AS2, 3*-AS1 et 3'-AS2 ont ete 
10 phosphoryles puis hybrides ensemble pour constituer le fragment codant 
pour les 19 derniers acides amines du produit d'epissage alternatif de la 
proteine p53 murine. 



GGCGGCCGCGATATCGATTCATCAGCTCGAGTGAGC 



5'-AS1 (SEQ IDn°9) : 

TCGAGCCTGCAGCCTAGAGCCTTGCAAGCCCTCATGAAGGAGG 



15 



5'-AS2(SEQ ID n° 10) : 

AAAGCCCAAACTGCTGATGAATCGATATCGC 



3'-AS1 (SEQ ID n° 1 1) : 

TGAGGGCTTGGAAGGCTCTAGGCTGCAGGC 



20 



3*-AS2 (SEQ ID n° 12) : 

GGCCGCGATATCGATTCATCAGCAGTTTGGGCTTTCCTCCTTCA 



Ce fragment a ensuite ete insere au niveau du site Xho I du fragment 
1-367 (voir figure 2). Le gene ainsi construit code pour le variant humain du 
produit d'epissage alternatif de la proteine p53 murine (AS). 
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La sequence prot6ique ainsi modiftee est la suivante: 

364 367 386 

393 

II I 

5 I 

p53:- AHSSHLKSKKGQSTSRHKK'LMFKTEGPD 

S D Z 

AS: -AHSSLQPRAFQALMKEESPNCZZ 
367:- A H S S Z Z 

10 A3 - Construction d'ADNc codant pour diff6rents fragments de la 

prot§ine p53 portant le domaine de liaison & TADN. 

Cet exemple d6crit la construction de diff6rents ADNc codant pour 
differents fragments de la prot6ine p53 humaine, portant tout ou partie du 
domaine de liaison & PADN de p53. Ces fragments sont ensuite utilises dans 
15 la construction des variants de p53. Ces fragments ont 6t6 obtenus par 
r6action d'amplification par la polymerase sur les matrices d6crites dans les 
exemples A1 et A2 au moyen de differents oligonucleotides, Les reactions 
d'amplification ont 6t6 r6alis6es dans les conditions d6crites dans I'exemple 
A4.1. 

20 A3.1 - Construction d'un ADNc codant pour la region 75-325 de p53 et 

de son d6riv6 H182 

Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 75 & 325 de la prot6ine p53 humaine sauvage (75-325). 

Cet ADNc a 6t6 obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) 
25 sur I'ADN de p53 (d§crit dans Texemple A1) avec les oligonucleotides 5'-75 
et 3'-325 suivants : 



5-75 (SEQ ID n°13): 

GGGAAGCTTGGGCCGGGTCGACCTGCACCAGCAGCTCCT 
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3-325 (SEQ ID n° 14) : 

GGCGGCCGCGGATCCCCATCCAGTGGTTTCTT 

Un derive de ce fragment portant une mutation ponctuelle sur I'acide 
amine 182 de la prot6ine p53 humaine (cysteine -> Histidine) a ete obtenu 
5 par mutagenese dirigee au moyen du kit Amersham, en utilisant 
I'oligonucleotide H182 de sequence : 

Oligonucleotide H182 3' (SEQ ID n° 15) : 
ATCTGAATGGCGCTC 

Ce fragment a ete designe 75-325(H1 82). 

10 A3.2 - Construction d'un ADNc codant pour la region 75-336 de p53 et 

de son derive H 182 

Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 75 a 336 de la proteine p53 humaine sauvage (75-336). 

Cet ADNc a ete obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) 
15 sur I'ADN de p53 (decrit dans I'exemple A1) avec les oligonucleotides 5'-75 
(SEQ ID n° 13) et 3*-336 suivant : 

3*-336(SEQIDn°16): 

GGCGGCCGCGGATCCTCACGCCCACGGATCTG 

Un derive de ce fragment portant une mutation ponctuelle sur I'acide 
20 amine 182 de la proteine p53 humaine (cysteine -> Histidine) a ete obtenu 
par mutagenese dirigee au moyen du kit Amersham, en utilisant 
['oligonucleotide H182 (SEQ ID n° 15). Ce fragment a ete designe 75- 
336(H182). 
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A3.3 - Construction d'un ADNc codant pour la region 75-343 de p53 

Cet example decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 75 a 343 de la proteine p53 humaine sauvage (75-343). 

Cet ADNc a ete obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) 
5 sur I'ADN de p53 (decrit dans I'exemple A1) avec les oligonucleotides 5'-75 
(SEQ ID n°13) et 3'-343 suivant : 

3-343 (SEQ ID n° 35) : 

CGGATCCTCTCGGAACATCTCGAA 

A3.4 - Construction d'un ADNc codant pour la region 75-367 de p53 et 
10 de son derive H 182 

Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 75 a 367 de la proteine p53 humaine sauvage (75-367). 

Ce fragment a ete obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) 
sur I'ADN de p53 decrit dans I'exemple A1 avec les oligonucleotides 5'-75 
15 (SEQ ID n° 1 3) et 3'-367 (SEQ ID n° 8). 

Le fragment ainsi obtenu inclut un site de reconnaissance par 
I'endonuclease Xhol (75-367). 

Un derive de ce fragment portant une mutation ponctuelle sur I'acide 
amine 182 de la proteine p53 humaine (cysteine -> Histidine) a ete obtenu 
20 par mutagenese dirigee au moyen du kit Amersham, en utilisant 
('oligonucleotide H182 (SEQ ID n° 15). Ce fragment a ete designe 75- 
367(H182). 

A3.5 - Construction d'un ADNc codant pour le fragment 75-AS et de 
son d6rive H182 
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Cet example decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 75 a 366 de la proteine p53 humaine sauvage (75-366) additione des 
19 derniers acides amines du produit de splicing alternatif de la proteine p53 
murine. 

5 Ce fragment a ete obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) 

sur I'ADN du fragment AS decrit dans I'exemple A2 avec les oligonucleotides 
5*-75 (SEQ ID n° 13) et 3'-AS2 (SEQ ID n°12). 

Un derive de ce fragment portant une mutation ponctuelle sur I'acide 
amin6 182 de la proteine p53 humaine (cysteine -> Histidine) a ete obtenu 
10 par mutagenese dirigee au moyen du kit Amersham, en utilisant 
('oligonucleotide H182 (SEQ ID n° 15). Ce fragment a ete design6 75- 
AS(H182). 

A3.6 - Construction d'un ADNc codant pour le fragment 75-393 de p53 
et de son derive H 182 

15 Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 

amines 75 a 393 de la proteine p53 humaine (75-393). Ce fragment a ete 
obtenu par reaction d'amplification en chaine (PCR) sur I'ADN p53 decrit 
dans I'exemple A1 avec les oligonucleotides 5'-75 (SEQ ID n° 13) et 3'-393 
(SEQ ID n° 7). 

20 Un derive de ce fragment portant une mutation ponctuelle sur I'acide 

amine 182 de la proteine p53 humaine (cysteine -> Histidine) a ete obtenu 
par mutagenese dirigee au moyen du kit Amersham, en utilisant 
I'oligonucleotide H182 (SEQ ID n° 15). Ce fragment a ete designe 75- 
3930H182). 

25 A4 - Construction d'ADNc codant pour differents fragments portant un 

domaine activateur de la transcription (domaine transactivateur). 
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Cet exemple ctecrit la construction de differents ADNc codant pour 
diff6rents fragments portant un domaine transactivateur. Ces fragments sont 
ensulte utilises dans la construction des variants de p53. 

A4.1 - Fractions de PGR 

5 Les diff6rents fragments ont 6t6 obtenus par reaction d'amplification 

par la polymerase sur differentes matrices au moyen de differents 
oligonucleotides. Les reactions d'amplification ont 6t6 r6alis6es dans les 
conditions suivantes : Enzyme Amplitaq DNA polymerase (Perkin-Elmer) 
dans le tampon fourni par le fournisseur, avec une concentration de dNTP de 
10 0,2 mM, 100 ng de matrice et 500 ng de chacun des deux oligonucleotides. 

- cycle: 2 min & 91°C 

- cycles: 1 min &91°C 

1 min & 55°C 
1 min ^ 72°C 

15 - cycle: 5 min & 72°C 

A4.2 - Construction d'un ADNc codant pour la region 411-490 de la 
proteine virale VP16(VP16TA) 

Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 411-490 de la proteine virale VP16 (VP16 TA). Cette region porte le 
20 domaine transactivateur de cette proline. 

Le fragment transactivateur derive de la proteine virale VP16 (411- 
490) du virus de I'herpes simplex a 6te obtenu par reaction d'amplif ication en 
chaine (PCR) en utilisant les conditions precedemment definies (Cf A4.1) et 
les oligonucleotides 5-VP16 et 3'-VP16 suivants: 



25 



5-VP16(SEQIDn°17): 

AAGCTTGAATTCGTTAACATGTCCACGGCCCCCCCGACC 



WO 97/04092 



PCT/FR96/01111 



34 

3WP16(SEQIDn°18): 

GGTCGACCACCGTACTCGTCAAT 

et 100 ng du plasmide pUHD15-1 (Gossen & Bujard, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89 (1992) 5547) 

5 Le fragment ainsi obtenu comprend 334 paires de bases dont la 

sequence est donn6e SEQ ID n° 2. II comprend dans sa partie N-terminale 
un r§sidu methionine apporte par le site d'initiation de la transcription (ATG), 
ajout6 lors de l'6tape de clonage par PCR. 

A4.2 - Construction d*ADNc codant pour differents fragments capables 
10 de recruter le domaine activateur de la transcription (domaine 
transactivateur) d'une prot§ine p53 endog6ne. 

A4.2.1 - Construction d'un ADNc codant pour un anticorps simple 
chaine capable de Her le proline p53 (ScFv 421) 

Cet exemple d6crit la construction d'un ADNc codant pour un 
15 . anticorps simple chaine capable de Her la proline p53 (ScFv 421). Cette 
construction exprim6e au niveau intracellular, doit etre capable de fixer une 
prot6ine p53 endog^ne sauvage ou mutante pour recruter son domaine 
transactivateur. 

Le cDNA codant pour le ScFv 421 (demande de brevet 
20 PCT/FR96/00477) peut-etre extrait sous la forme d'un fragment Nco I / Not I 
qui comprend un site d*initiation de la traduction (ATG) et aucune sequence 
d'arret de la traduction. 

Le fragment ainsi obtenu comprend 766 paires de bases dont la 
s6quepce est donn6e SEQ ID n° 36. 

25 A4.2.2 - Construction d'un ADNc codant pour la region 325-360 de la 

proteine p53 sauvage (325-360) 
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Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amin6s 325-360 de la proteine p53 sauvage (325-360). Cette region porte le 
domaine d'oligomerisation de cette proteine. Cette construction exprimee au 
niveau intracellulaire, doit etre capable de fixer une proteine p53 endogene 
5 sauvage ou mutante pour recruter son domaine transactivateur. 

Ce domaine d'oligomerisation derive de la proteine p53 sauvage 
humaine (325-360) a ete obtenu par reaction d'ampW ication en chaine (PCR) 
en utilisant les conditions precedemment definies (Cf A4.1) et les 
oligonucleotides 5'-325 et 3'-360 suivants: 

10 5'-325 (SEQ ID n° 37): 

AAGCTTGAATTCGTTAACGCCACCATGGGAGAATATTTCAC 

CCTT 

3'-360 (SEQ ID n° 38) : 

GGGTCGACCTGGCTCCTTCCCAGC 

15 sur 1 00 ng de I'ADN de p53 (decrit dans I'exemple A1 ). 

Le fragment ainsi obtenu comprend 141 paires de bases dont la 
sequence est donnee SEQ ID n° 39. II comprend dans sa partie N-terminale 
un r6sidu methionine apporte par le site d'initiation de la traduction (ATG), 
ajoute lors de I'etape de clonage par PCR et aucune sequence d'arret de la 
20 traduction. 

A4.2.3 - Construction d'un ADNc codant pour la region 325-393 de la 
proteine p53 sauvage (325-393) 

Cet exemple decrit la construction d'un ADNc codant pour les acides 
amines 325-393 de la proteine p53 sauvage (325-393). Cette region porte le 
25 domaine d'oligomerisation de cette proteine. Cette construction exprimee au 
niveau intracellulaire, doit etre capable de fixer une proteine p53 endogene 
sauvage ou mutante pour recruter son domaine transactivateur. 



WO 97/04092 



PCT7FR96/01111 



36 

Ce domaine d'oligom6risation d6riv6 de la proteine p53 sauvage 
humaine (325-360) a 6t6 obtenu par reaction d'amplffication en chaine (PCR) 
en utilisant les conditions pr6c6demment d6finies (Ct A4.1) et les 
oligonucleotides 5*-325 (SEQ ID n° 37) et 3*-393.2 suivant: 

5 3'-393.2 (SEQ ID n° 40) : 

GGGTCGACCGTCTGAGTCAGGCCCTTC 

sur 100 ng de I'ADN de p53 (d6crit dans I'exemple A1). 

Le fragment ainsi obtenu comprend 243 paires de bases dont la 
sequence est donn6e SEQ ID n° 41. II comprend dans sa partie N-terminale 
10 un r6sidu methionine apporte par le site d'initiation de la traduction (ATG), 
ajoute lors de I'etape de clonage par PCR et aucune sequence d'arret de la 
traduction. 

A5 - Construction d'ADNc codant pour diff6rents fragments portant un 
domaine d'oligomerisation. 

15 Cet exemple d6crit la construction de diff6rents ADNc codant pour 

differents fragments portant un domaine d'oligom6risation. Ces fragments 
sont ensuite utilises dans la construction des variants de p53. Ces fragments 
ont 6te obtenus par reaction d'amplification par la polymerase sur differentes 
matrices (p53 pour le domaine homologue et matrices d'origine differentes 

20 pour les domaines d'oligomerisation heterologues, notamment artificiels) au 
moyen de diff6rents oligonucleotides. Les reactions d'amplification ont 6t6 
r6alisees dans les conditions decrites en A4.1 ci-dessus. 

A5.1 - Construction d'un ADNc comprenant un domaine d'oligomeri- 
sation artificiel. 

25 Cet exemple d6crit la construction d'un ADNc comprenant un domaine 

d'oligom6risation artificiel, constitue d'un leucine zipper artificiel. Cet ADNc 
est ensuite utilise pour la construction de variants & parti r des fragments 
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75-325 (exemple A3.1) et 75-336 (exemple A3.2.) de la proteine p53 
humaine et de leurs derives modifies au niveau de la cysteine 182. 

Cet ADNc a ete construit a partir des 6 oligonucleotides suivants. 

Iz1-5'(SEQ IDn° 19) : 

GATCTGAAGGCCCTCAAGGAGAAGCTGAAGGCC 

lz2-5' (SEQ ID n° 20) : 

CTGGAGGAGAAGCTGAAGGCCCTGGAGGAGAAGCTG 

Iz3-5'(SEQID n°21): 

AAGGCACTAGTGGGGGAGCGATGATGAATCGATATCGC 

lz1-3' (SEQ ID n°22): 

CTCCTCCAGGGCCTTCAGCTTCTCCTTGAGGGCCTTCA 

lz2-3' (SEQ ID n° 23) : 

TAGTGCCTTCAGCTTCTCCTCCAGGGCCTTCAGCTT 

lz3-3' (SEQ ID n° 24) : 

GGCCGCGATATCGATTCATCATCGCTCCCCCAC 

Ces oligonucleotides ont ete synthetises au moyen d'un synthetiseur 
automatique d'ADN, en utilisant la chimie des phosphoramidites. Ces six 
oligonucleotides presentent des complementarites deux a deux (lz1-57lz1-3', 
lz2-57lz2-3\ lz3-57lz3-3') et des complementarites chevauchantes (Iz1-37lz2- 
5', lz2-37lz3-5') permettant I'obtention du domaine d'oligomerisation par 
simple hybridation et ligation. La sequence LZ resultante est donnee SEQ ID 
n°1. 

A5.2 - Construction d'un ADNc comprenant le domaine 
d'oligomerisation naturel de la p53 humaine. 
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Get exemple ctecrit la construction d'un ADNc comprenant le domaine 
d'oligom6risation naturel de la p53 humaine. Cet ADNc est repr6sent6 par le 
fragment codant pour les acides amin6s 325 & 356 de p53 contenu dans les 
constructions 75-367 (exemple A3.4), 75-AS (exemple A3.5), 75-393 
5 (exemple A3.6) et de leurs d6riv6s modifies au niveau de la cyst6ine 182. 

Exemple B - Construction des genes codant pour differents 
variants de la proline p53 

B1 - Clonage des differents fragments de p53 

Chacun des differents fragments obtenus par PCR d6crit dans 
10 I'exemple A a 6t6 clon6 aprds PCR dans le vecteur pBC SK+ (Stratag£ne) en 
utilisant les sites de reconnaissance par les enzymes de restriction Hind III et 
Not I (Figure 3). 

Les produits de ces constructions portent les rium6ros suivants: 

75-325 ->pEC 104 

15 75-336 ~>pEC106 

75-343 »>pEC 171 

75-367 ->pEC131 

75-AS «>pEC132 

75-393 ->pEC133 

20 A partir de ces produits et par mutag6n6se dirigee en utilisant 

Toligonucleotide-directed in vitro mutagenesis system (Amersham) et 
roligonucl6otide H182, ont 6t6 obtenues les constructions correspondantes 
portant une histidine en position 182. Ces constructions portent les numeros 
suivants: 

25 75-325(H 1 82) --> pEC 1 34 

75-3360H182) ->pEC135 
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75-367(H182) ~>pEC136 
75-AS(H182) «>pEC137 
75-393(H182) ~>pEC138 

B2 - Fusion du leucine-zipper aux fragment 75-325 a 75-336 et 75-343 
5 et a ieur variant H182 

Les oligonucleotides constituant le leucine-zipper (lz1-5', lz1-3\ fz2-5\ 
lz2-3', lz3-5' et lz3-3') ont ete phosphoryles a I'aide de la T4 kinase, puis 
hybrides tous ensemble et inseres dans les vecteurs pEC 1 04, 1 06, 1 34 et 
135 et 171 prealablement digeres par les enzymes de restriction BamHI et 
10 Notl (Figure 4). 

Les produits de ces constructions portent les numeros suivants: 

75-325-lz — >pEC107 

75-336-lz -->pEC110 

75-343-lz — >pEC174 

15 75-325(H182)-lz ->pEC139 

75-336(H182)-lz --> pEC 140 

B3 - Fusion du domaine activateur de la transcription a I'ensemble des 
fragments p53 

Les produits finaux ont ete obtenus par une ligation a trois partenaires 
20 effectuee de la fagon suivante (Figure 5): 

Le domaine activateur de la transcription derive de VP1 6 decrit dans 
I'exemple A3 a ete prepare par digestion enzymatique des produits de PCR 
par les enzymes de restriction Hind III et Sal I. 



25 



Les differents fragments p53 precedement obtenus (75-325-lz, 
75-336-lz, 75-343-lz, 75-AS, 75-367, 75-393 et leurs variants H182) ont ete 
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isoles apres digestion enzymatique des plasmides les contenant par les 
enzymes de restriction Sail et Natl: 

Les combinaisons possibles (domaine activateur/p53) ont ete 
constitutes et inserees simultanement dans le vecteur pBC SK+ (Stratagene) 
5 prealablernent digere par les enzymes de restriction Hind III et Not I. 

Les produits de ces constructions portent les numeros suivants: 



10 



15 



VP16-75-325-lz 


V-325 


.--> pEC 114(SEQ ID n° 


25) 


VP16-75-336-lz 


V-336 


--> pEC 116 (SEQ ID n° 


26) 


VP1 6-75-367 


V-367 


->pEC 141 (SEQ IDn° 


27) 


VP16-75-AS 


V-AS 


--> pEC 143 (SEQ ID n° 


28) 


VP1 6-75-393 


V-393 


--> pEC 145 (SEQ ID n° 


29) 


VP16-75-343-lz 


V-343 


--> pEC 175 (SEQ ID n° 


30) 


VP16-75-325(H182)-lz 


V-325H 


-->pEC147 




VP16-75-336(H182)-lz 


V-336H 


-> pEC 149 




VP16-75-367(H182) 


V-367H 


--> pEC 151 




VP16-75-AS(H182) 


V-ASH 


--> pEC 153 




VP16-75-393(H182) 


V-393H 


~>pEC155 





Les produits correspondents portant un domaine liant specifiquement 
un transactivateur ou un complexe transactivateur a la place du domaine 
20 VP16 sont constants de la meme fagon. Ces constructions sont designees ci- 
dessous : 

ScFv-75-325-lz S-325 --> pEC 176 (SEQ ID n° 31) 

ScFv-75-336-lz S-336 
ScFv-75-367 S-367 
25 ScFv-75-AS S-AS 

ScFv-75-393 S-393 
ScFv-75-325(H182)-lz S-325H 
ScFv-75-336(H182)-lz S-336H 
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ScFv-75-367(H182) S-367H 




ScFv-75-AS(H182) S-ASH 




ScFv-75-393(H 1 82) S-393H 




(325-393)-75-325-lz 


393-325 - 


-> pEC177(SEQ ID n° 32) 


(325-393)-75-336-lz 


393-336 




(325-393)-75-367 


393-367 




(325-393)-75-AS 


393- AS 




(325-393)-75-393 


393-393 




(325-393)-75-325(H 1 82)-lz 


393-325H 




(325-393)-75-336(H1 82)-lz 


393-336H 




(325-393)-75-367(H182) 


393-367H 




(325-393)-75-AS(H182) 


393-ASH 




(325-393)-75-393(H 1 82) 


393-393H 




(325-360)-75-325-lz 


360-325 - 


> DEC 178 (SEQ ID n° 33) 


(325-360)-75-336-lz 


360-336 




(325-360)-75-367 


360-367 




(325-360)-75-AS 


360-AS 




(325-360)-75-393 


360-393 




(325-360)-75-325<H 1 82)-lz 


360-325H 




(325-360)-75-336(H 1 82)-lz 


360-336H 




(325-360)-75-367(H 1 82) 


360-367H 




(325-360)-75-AS(H1 82) 


360-ASH 




(325-360)-75-393(H 1 82) 


360-393H 




Les produits contenant 


le domaine 


325-360 de la p53 en 



25 remplacement du domaine transactivateur (1-74) peuvent se voir additionner 
un s6parateur synth6tique (Hinge) obtenu par insertion au site Sal I d'un 
fragment d'ADN obtenu par hybridation de la paire d'oligonucleotides 
synth6tiques complementaires Hinge-up et Hinge-down suivants: 

Hinge-up (SEQ ID n° 42) : 
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TCGAGGAGGTGGTGGCTCTGGAGGCGGAGGATCCGGCGGTGGA 
GGTTC 

Hinge-down (SEQ ID n° 43) : 

TCGAGAACCCCTACCGCCGGATCCTCCGCCTCCAGAGCCACCAC 

5 CTCC 

La sequence d'ADN double brin Hinge resultante est la suivante 

TCGAGGAGGTGGTGGCTCTGGAGGCGGAGGATCCGGCGGTGGAGGTTC 
CCTCCACCACCGAGACCTCCGCCTCCTAGGCCGCCATCCCCAAGAGCT 

et la sequence prot6ique correspondante est (SEQ ID n° 44): 
10 Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser 

Les produits correspondants sont designees ci-dessous : 



(325-360)-Hinge-75-325-lz 
(325-360)-Hinge-75-336-lz 
(325-360)-Hinge-75-367 

15 (325-360)-Hinge-75-AS 
(325-360)-Hinge-75-393 
(325-360)-Hinge-75-325(H182)-lz 
(325-360)-Hinge-75-336(H1 82)-lz 
(325-360)-Hinge-75-367(H 1 82) 

20 (325-360)-Hinge-75-AS(H182) 
(325-360)-Hinge-75-393(H 1 82) 



360h-325--> pEC 179 (SEQ ID n° 34) 

360h-336 

360h-367 

360h-AS 

360h-393 

360h-325H 

360h-336H 

360h-367H 

360h-ASH 

360h-393H 



Exemple C - Construction de vecteurs d'expression des variants 
de p53 



Cet exemple decrit la construction de vecteurs utilisable pour le 
transfert des acides nucleiques de I'invention in vitro ou in vivo. 
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C1 - Construction de vecteurs plasmidiques 

Pour la construction de vecteurs plasmidiques, 2 types de vecteurs 
ont 6te utilises. 

- Le vecteur pSV2, d6crit dans DNA Cloning, A practical approach 
5 Vol.2, D.M. Glover (Ed) IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985. Ce 
vecteur est un vecteur d'expression eucaryote. Les acides nucl£iques 
codant pour les variants ont 6t6 ins6r6s dans ce vecteur sous forme de 
fragments Hpal-EcoRV. lis sont ainsi places sous le controle du promoteur 
de I'enhancer du virus SV40. 

10 - Le vecteur pCDNA3 (Invitrogen). II s'agit 6galement d'un vecteur 

d'expression eucaryote. Les acides nucieiques codant pour les variants de 
Tinvention sont ainsi places, dans ce vecteur, sous le controle du promoteur 
pr6coce du CMV. Toutes les constructions d6crites dans I'exemple B3 ont 
6t6 introduites dans ce vecteur sous forme d'un fragment Hind III / Not I pour 

15 etre testees dans les differents systemes devaluation in vivo. 

C2 - Construction de vecteurs viraux 

Selon un mode particulier, Tinvention reside dans la construction et 
('utilisation de vecteurs viraux permettant le transfert et I'expression in vivo 
des acides nucl6iques tels que d6finis ci-avant. 

20 S'agissant plus particulierement d'ad6novirus, differents s6rotypes, 

dont la structure et les propri6t6s varient quelque peu, ont 6te 
caract6ris6s. Parmi ces serotypes, on pr6f6re utiliser dans le cadre de la 
pr6sente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 
ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi 

25 les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la pr£sente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1, Beard et aL, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, I'adenovirus 
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d'origine animate est un adenovirus canin, plus pr6f6rentiellement un 
adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

5 Pr6f6rentiellement, les adenovirus d6fectifs de I'invention cornprenent 

les ITR, une sequence permettant I'encapsidation et un acide nucieique 
selon Tinvention. Encore plus pr6f6rentiellement f dans le genome des 
adenovirus de Tinvention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le 
gene viral consid6r6 peut etre rendu non fonctionnel par toute technique 

10 connue de Thomme du metier, et notamment par suppression totale, 
substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le 
ou les g6nes consid6r6s. De telles modifications peuvent etre obtenues in 
vitro (sur de PADN isol6) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques 
du g6nie g6n6tique, ou encore par traitement au moyen d'agents 

15 mutagenes. D'autres regions peuvent 6galement etre modifi6es, et 
notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 
(W094/28152, W094/12649, WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un 
mode pref6re de mise en oeuvre, l'ad6novirus selon Tinvention comprend 
une deletion dans les regions E1 et E4. Selon un autre mode de realisation 

20 pr6f6r6, il comprend une deletion dans region E1 au niveau de laquelle sont 
ins6r6s la region E4 et Tacide nucieique de Tinvention (Cf FR94 13355). 
Dans les virus de Tinvention, la deletion dans la region E1 s'6tend 
pr6f6rentiellement des nucleotides 455 & 3329 sur la sequence de 
Tad6novirus Ad5. 

25 Les adenovirus recombinants detectifs selon Tinvention peuvent 

etre prepares par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero 
et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 
2917). En particulier, ils peuvent etre prepares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 

30 sequence d'ADN d'interet. La recombinaison homologue se produit apres 
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co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une Iign6e cellulaire 
appropri6e. La Iign6e cellulaire utilis6e doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de Tad6novirus d6fectif, 
5 de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de Iign6e, on peut mentionner la Iign6e 
de rein embryonnaire hurnain 203 (Graham et al., J. Gen, Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, int6gr6e dans son genome, la partie gauche 
du g6nome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des Iign6es capables de 
10 complementer les fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans 
les demandes n° WO 94/26914 et WO95/02697. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont r6cup6r6s et 
purifies selon les techniques classiques de biologie mol6culaire, comme 
illustre dans les exemples. 

15 Concernant les virus ad6no-associ6s (AAV), il s'agit de virus & ADN 

de taille relativement reduite, qui s'integrent dans le g6nome des cellules 
qu'ils infectent, de maniere stable et site-sp6cifique. lis sont capables 
d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la 
croissance, la morphologie ou la diff6renciation cellulaires. Par ailleurs, ils 

20 ne semblent pas impliqu6s dans des pathologies chez Thomme. Le 
g6nome des AAV a 6t6 clone, sequence et caract6ris6. II comprend 
environ 4700 bases, et contient & chaque extremite une region repetee 
invers6e (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour 
le virus. Le reste du genome est divis6 en 2 regions essentielles portant 

25 les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le 
gene rep implique dans la replication virale et I'expression des genes 
viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap codant pour 
les proteines de capside du virus. 



r 
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Utilisation de vecteurs d6riv6s des AAV pour le transfert de gSnes 
in vitro et in vivo a 6t6 d6crite dans la Iitt6rature (voir notamment WO 
91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.1 39,941, EP 488 528). Ces 
demandes d6crivent diff6rentes constructions d6riv6es des AAV, dans 
5 lesquelles les gdnes rep et/ou cap sont d6l6t6s et remplac§s par un gdne 
d'int6r6t, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) 
ou in vivo (directement dans un organisme) ledit g£ne d'int6r6t. Les AAV 
recombinants d6fectifs selon I'invention peuvent §tre pr6par6s par co- 
transfection, dans un Iign6e cellulaire infectee par un virus auxiliaire 

10 humain (par exemple un ad6novirus), d'un plasniide contenant une 
sequence nucteique de Tinvention d'int6r£t bord6e de deux regions 
r6p6t6es invers6es (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les gdnes 
d'encapsidation (gdnes rep et cap) d'AAV. Une Iign6e cellulaire utilisable 
est par exemple la Iigh6e 293. Les AAV recombinants produits sont 

15 ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de Therpds et les retrovirus, la construction de 
vecteurs recombinants a 6t6 largement d6crite dans la literature : voir 
notamment Breakfield et al. v New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, 
EP178220, Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick, 

20 BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les retrovirus sont des 
virus int6gratifs, infectant s6lectivement les cellules en division, lis 
constituent done des vecteurs d'int6r§t pour des applications cancer. Le 
g6nome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une 
s6quence d'encapsidation et trois regions codantes (gag, pol et env). 

25 Dans les vecteurs recombinants d6riv6s des retrovirus, les genes gag, pol 
et env sont g6n6ralement d6l6t6s, en tout ou en partie, et remplac6s par 
une sequence d'acide nucl6ique heterologue d'interet. Ces vecteurs 
peuvent 6tre r6alis6s & partir de differents types de retrovirus tels que 
notamment le MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore d6signe 

30 MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey 
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sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma 
virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants selon Tinvention 
cornportant un acide nucieique selon Pinvention, un plasmide cornportant 
5 notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et ledit acide nucieique 
est construit, puis utilise pour transfecter une Iign6e cellulaire dite 
d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions retrovirales 
deficientes dans le plasmide. G6n6ralement, les Iign6es d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles Iign6es 

10 d'encapsidation ont 6t6 d6crites dans I'art ant6rieur, et notamment la 
Iign6e PA317 (US4,861 ,719); la Iign6e PsiCRIP (WO90/02806) et la 
Iign6e GP+envAm-12 (WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus 
recombinants peuvent comporter des modifications au niveau des LTR 
pour supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que des sequences 

15 d'encapsidation etendues, cornportant une partie du g§ne gag (Bender et 
aL, J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 
particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
20 recombinant d6fectif. Ces vecteurs possedent en effet des propri6t6s 
particulierement interessantes pour le transfert de genes dans les cellules 
tumorales. 

C3 - Vecteurs chimiques 

Parmi les vecteurs synthetiques d6velopp6s, on pr6fere utiliser 
25 dans le cadre de Tinvention les polymeres cationiques de type polylysine, 
(LKLK)n, (LKKDn, polyethylene immine et DEAE dextran ou encore les 
lipides cationiques ou lipofectants. lis possedent la propriete de 
condenser TADN et de promouvoir son association avec la membrane 
cellulaire. Parmi ces derniers, on peut citer les lipopolyamines 
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(lipofectamine, transfectam, etc) differents lipides cation iques ou neutres 
(DOTMA, DOGS, DOPE, etc) ainsi que des peptides d'origine nucleaire. 
En outre, le concept de la transfection ciblee a ete developpe, mediee par 
un recepteur, qui met a profit le principe de condenser I'ADN grace au 
5 polymere cationique tout en dirigeant la fixation du complexe a la 
membrane grace a un couplage chimique entre le polymere cationique et 
le ligand d'un recepteur membranaire, present a la surface du type 
cellulaire que Ton veut greffer. Le ciblage du recepteur a la transferrine, a 
I'insuline ou du recepteur des asialoglycoproteines des hepatocytes a 
10 ainsi ete decrit. La preparation d'un composition selon I'invention utilisant 
un tel vecteur chimique est realisee selon toute technique connue de 
I'homme du metier, generalement par simple mise en contact des 
differents composants. 

Exemple D - Evaluation fonctionnelle des variants de p53 

15 Les variants de p53 selon I'invention ont ete evalues en test cellulaire 

pour les criteres suivants: 

- liaison a une sequence d'ADN double brin specifique 

- fonction transactivatrice 

- activite antiproliferative 
20 - activite apoptotique 

- potentiel oncogenique associ6 a certaines mutations de p53 

Les constructions utilisees plus particulierement pour cette evaluation 
sont les constructions V-325, V-336 , V-343 et AS decrites dans I'exemple B. 

D1 Reconnaissance de sequences d'ADN double brin specifiques par 
25 les molecules hybrides de I'invention 



D1.1 Production des molecules hybrides 



# # 
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Le cDNA de la p53 sauvage a ete clone dans le vecteur pBlueBaclll 
(Invitrogen) au site BamHI. Par insertion dans le plasmide pAcHLT-A 
(Pharmingen) du fragment contenant le cDNA de V325 obtenu par digestion 
du plasmide pEC114 par les enzymes EcoR I et Not I a ete genere un 
5 vecteur permettant Pobtention d'un baculovirus recombinant ayant pour but 
Pexpression d'une proteine V325 etiquetee en N-terminale par une sequence 
peptidique contenant entre autres un enchainement de 6 r6sidus histidine. A 
partir de ces vecteurs, des baculovirus recombinants ont ete produits et 
purifies suivant les instructions des fabricants (Invitrogen, Pharmingen). Les 
10 deux proteines ont ete purifiees a homogeneite a partir d'extraits nucleaires 
de cellules d'insectes SF9 infectees par leur baculovirus respectif, les extraits 
nucleaires etant obtenus en suivant la procedure decrite par Delphin et al. (C. 
Delphin, Eur. J. Biochem., 223, 683-692, 1994). 

La p53 sauvage est purifiee par immuno-affinite sur I'anticorps 
15 monoclonal pAb421 (Oncogene Sciences, Ab-1) suivant le protocole suivant: 
I'extrait nucleaire des cellules infectees est incube 3 h a 4 °C avec un gel de 
proteine A-agarose sur lequel a ete couple covalemment I'anticorps pAb421 . 
Apres lavage extensif du gel par un tampon 50 mM TrisHCI pH 7,8 contenant 
1 M KCI et des inhibiteurs de proteases, la proteine p53 est eluee par le 
20 peptide correspondant a Pepitope reconnu par cet anticorps sur p53 
(KKGQSTSRHK), ce peptide etant utilise a une concentration de 5 mg/ml 
dans la solution utilisee pour le lavage. Apres concentration sur Cehtricon-30 
(Amicon Grace), la p53 eluee est separee du peptide et purifiee a 
homogeneite par permeation sur gel sur une colonne de Superose 6 
25 HR10/30 equilibree par 50 mM TrisHCI pH 7.5, 0,2 M NaCI, 0,1 mM EGTA, 
0,1 mM ZnCI 2 , 10 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 0,1 % NP-40, 5 % Glycerol. Les 
fractions contenant p53 sont aliquotees et immediatement congelees a - 80 
°C jusqu'a utilisation. 

La proteine V325 etiquetee en N-terminale par une sequence 
30 peptidique contenant entre autres un enchainement de 6 residus histidine 
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appelee desormais HisV325 a ete puritiee par une procedure adaptee de 
Hochuli et al. (Bio/Technology Vol 6 (1988) 1321). Avant d'etre appliquee sur 
le gel de Nickel-NTA agarose, I'extrait nucleaire des cellules infectees est 
dessate sur une colonne PD10 (Pharmacia) equilibree en tampon 50 mM 
phosphate de sodium pH 8 contenant 5 mM |3-mercaptoethanol, 0,1 % NP-40 
et un cocktail d'inhibiteurs de proteases. L'incubation de I'extrait nucleaire 
avec le gel de Nickel-NTA agarose a ete realisee dans ce tampon pendant 1 
h a 4 °C sous agitation. Le gel est ensuite lave extensivement par le meme 
tampon a pH 6. La proteine HisV325 est eluee par 0,3 M imidazole dans ce 
dernier tampon apres lavage du gel en 0,1 M imidazole. Les fractions 
contenant HisV325 sont aliquotees et immediatement congelees a - 80 °C 
jusqu'a utilisation. 

D1 .2 Construction de la sequence d'ADN double brin specifique 

La sequence d'ADN double brin specifique utilisee dans cette 
15 experience est constituee de deux oligonucleotides de synthese dont la 
sequence est la suivante: 

Oligo 5568 (SEQ ID n°45): 

GATCCGAACATGTCCCAACATGTTGA 

Oligo 5569 (SEQ ID n°46): 
20 AGCTTCAACATGTTGGGACATGGTCG 

Ces deux oligonucleotides de synthese ont ete marques au phosphore 
33 par incubation de 30min a 37°C de 5 pmoles de chaque oligonucl6otide 
dans 20 ^1 du milieu reactionnel suivant: 

Tris-HCI pH7,6 50 mM 

25 MgCI 2 10 mM 

dithiothreitol 5 mM 

Spermidine 100 uM 
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EDTA 100 pM 

ATP-y-^P (Arnersham) 50jj Ci (1000-3000 Ci/mmole) 

T4 kinase (Boehringer) 1 0 U 

Puis les deux oligonucleotides ainsi marqu6s ont 6t6 hybrides en 
5 presence de 100 mM NaCI pour reconstituer la sequence double brin WAF- 
RE suivante contenant la sequence sp6cifique reconnue par p53 dans la 
region promotrice du gene WAF-1 (W.S. El-Deiry, Cell Vol75 (1993) 817): 
GATCCGAACATGTCCCAACATGTTGA 

GCTTGTACAGGGTTGTACAACTTCGA 

10 D1.3 Reconnaissance de la sequence double brin WAF-RE par les 

molecules hybrides de Tinvention. 

Pour mettre en evidence une reconnaissance sp6cifique de la 
sequence double brin WAF-RE par les molecules hybrides de I'invention, des 
experiences de retard sur gel ont 6t6 r6alis6es sur le principe d6crit ci-apres. 

15 La reaction de liaison a PADN est effectu6e dans 25 ^1 de milieu r6actionnel 
(Tris-HCI 20 mM pH 7,5, 5 mM MgCI 2 , 0,05 mM ZnCI 2 , 5 mM dithiotreitol, 0,1 
mg/ml BSA, 10 % glycerol, 1% Nonidet P-40, 0,1 M NaCI, 2 ^g/ml aprotinine, 
2 |ag/ml E-64, 2 ^g/ml leupeptine, 2 ng/ml pepstatine) par addition de la 
sequence WAF-RE (2,4 10 9 M) prepare selon I'exemple precedent, de 1,2 10 

20 6 M de ('oligonucleotide competiteur froid AP2 (Promega) utilise pour eiiminer 
la fixation non specif ique et de 30 ng de molecules hybrides & tester en 
presence ou non de p53 sauvage (entre 3 et 30 ng), la p53 sauvage pouvant 
6tre activ6e pour son activite de fixation sp6cifique £ I'ADN par 300 ng 
d'anticorps pAb421 (T. R. Hupp, Cell Vol 71 (1992) 875). Les melanges 

25 r6actionnels sont incub6s 30 minutes sur glace et les melanges finaux sont 
soumis & une 6lectrophor6se native sur gel de polyacrylamide & 4 % avec 
migration d 200V et 16°C . Le gel est ensuite s6ch6 et autoradiographie. 
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Le r6sultat d'une experience representative de competition entre p53 
sauvage et HisV325 en retard sur gel est pr6sent6 sur la Figure 6. Ce 
r6suttat montre que His-V325 reconnaft la sequence double brin WAF-RE 
avec une affinite comparable & cede de la p53 sauvage. On notera que 
5 HisV325 donne une bande majoritaire en gel retard qui migre plus vite que 
celle obtenue avec la p53 sauvage. Ceci pourrait indiquer que HisV325 se 
fixe sous forme de dirn6re. De plus, comme attendu, cette bande n'est ni 
d6plac6e f ni amplifi6e par la presence de pAb421. Enfin, en I'absence de 
pAt>421, la p53 sauvage fixe beaucoup moins de RE-WAF que ne le fait 
10 V325. 

D2 - Evaluation de la fonction transactivatrice 

La fonction transactivatrice des constructions a 6t6 6valu6e dans un 
systeme de transactivation in vivo dans les cellules SAOS-2 (osteosarcome 
humain) deficientes pour les deux alleles de la proteine p53 (cellules 

15 accessibles £ I'ATCC sous le num6ro HTB85) et dans des Iign6es tumorales 
H358 (Maxwell & Roth, Oncogene 8 (1993), 3421) et HeLa (ATCC CCL 2). 
Ce syteme repose sur Tutilisation d'un gene rapporteur dosable 
enzymatiquement et place sous la d6pendance d'un promoteur contenant les 
motifs nucl6otidiques de reconnaissance specifique par ia forme sauvage de 

20 la p53 (cf protocoles exp6rimentaux). 

Dans ce test, le gene rapporteur est le gene CAT (chloramphenicol- 
acetyl transferase) et la sequence de reconnaissance par la p53 est la 
sequence consensus (p53RE) definie par Funk et collaborateurs (Mol. Cell: 
Biol. 12 (1992)2866). 

25 Uevaluation de cette fonction a 6te effectuee en comparaison avec 

celle de la proteine sauvage pour trois types de criteres differents. 



m 
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D2.1 - Activite transactivatrice en dose reponse 

Les cellules ( 3,5 10 5 ) sont ensemencees dans des boites de Petri de 
6 cm de dlametre contenant 3 ml de milieu DM EM (Gibco BRL) additione de 
10% de serum de veau foetal inactive a la chaleur, et cultivees sur la nuit 
dans un incubateur a CO2 (5%) a 37°C. Les differentes constructions sont 
alors transferees en utilisant la lipofectAMINE (Gibco BRL) comme agent de 
transfection de la fagon suivante: 3 ug de plasmide total sont incubes (dont 
0,5 ug du plasmide reporter) avec 10 ul de lipofectAMINE pendant 30 min 
avec 3 ml de milieu Opti-MEM (Gibco BRL) sans serum (melange de 
transfection). Pendant ce temps, les cellules sont rincees deux fois au PBS 
puis incubees 4 h a 37°C avec le melange de transfection, apres quoi celui-ci 
est aspire et remplace par 3 ml de milieu DMEM additione de 10% de serum 
de veau foetal inactive a la chaleur et les cellules remises a pousser pendant 
48 h a 37°C. 

Protocole de dosage de I'activite CAT 

48h apres la transfection, les cellules sont lavees une fois en PBS 
puis gratees et recuperees dans 100 ul de tampon Tris 0,25 M pH 8 et a 
lysees par trois cycles de congelation - decongelation dans un bain 
ethanol/carboglace. L'extrait cellulaire total ainsi obtenu est mis a centrifuger 
15 min a 10000 rpm et le surnageant recupere pour le dosage de I'activite. 
Celui-ci est effectue en additionnant 20 ul d'extrait cellulaire a 130 ul d ; un 
melange reactionnel dont la composition finale est la suivante: 

- Acetyl-Coenzyme A 0,4 mM 

- Chloramphenicol, D-threo-(dichloroacetyl-1,2- 14 C) 23 uM (200 nCi) 
-Tris 0,18 M pH 8 

Apres 1 heure d'incubation a 37°C, les produits de la reaction sont 
extraits par 250 pi d'acetate d'ethyle dont 20 ul sont deposes sur une plaque 
de silice (chromatographie en couche mince) mise a migrer dans un melange 
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contenant 95% de chloroforme et 5% de methanol. La plaque de 
chromatographie ainsi obtenue est enfin r6v6l6e & I'aide d r un instantimager 
(Packard instruments) qui permet de calculer le rapport des diff6rents 
produrts d'ac6tylation, rapport qui reflate I'activite de I'enzyme 
5 Chloramph6nicol-Ac6tyl-Transf6rase et done I'activite transactivatrice des 
differentes constructions. 

Les rdsultats obtenus dans la Iign6e SAOS-2 avec les constructions 
plac§es sous contrdle du promoteur CMV (pCDNA3) et pr6sent6s dans les 
Figures 7 et 8 montrent les proprietes suivantes pour chacune des 
10 constructions: 

- la prot6ine p53 pr6sente une activity dose-d6pendante qui tend vers 
la saturation pour des doses 6lev6es (& partir de 100ng de plasmide). Cette 
saturation peut traduire la n6cessit6 de cofacteurs qui seraient limitants dans 
ces conditions. 

15 - la prot6ine AS conserve la capacity d'activer la transcription de la 

prot&ne sauvage 

- les prot6ines V-325, V-336 et V-343 pr6sentent, tout comme la 
prot6ine p53, une activity transactivatrice qui ne semble pas quant & elle 
saturable aux fortes doses. II est done possible que cette absence apparente 

20 de saturation puisse conduire & une augmentation globale de I'activite. II 
apparait en outre que la construction V-325 est plus active que ses 
homologues V-336 et V-343, ce qui sugg6re que les prolines chim6res 
portant la region 75-325 sont particulferement avantageuses. 

Dans le but de confirmer ces proprietes une experience similaire a 6te 
25 effectu6e dans la Iign6e tumorale H 358 qui est tout comme la Iign6e SAOS- 
2, d6ficiente pour les deux alleles du g6ne p53. Dans cette experience, 
chaque transfection a 6t6 effectu6e avec 50 ng de chacune des construction 
plac6e sous d6pendance du promoteur CMV. Les r6sultats pr6sent6s sur le 
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Tableau 1 montrent clairement que les deux variants V-325 et V-336 
pr6sentent une activity transactivatrice am6lior6e par rapport d celle de la 
prot6ine p53 sauvage, avec de nouveau une meilleure activity du variant V- 
325. 



5 Tableau 1: Activity transactivatrice dans les cellules de la Iign6e 

tumorale H 358. 





pCDNA 3 


p53 sauvage 


V-325 


V-336 


Activite CAT 
Relative 


1 


6 


25 


16 



Ces deux essais confirment que les variants de I'invention possddent 
au moins une des propri6t6s de la p53 am6lior6e. 



Afin de verifier que cette diff6rence d'activit6 n'est pas due & une 

10 diff6rence d'expression mais bien d une activit6 accrue des variants de 
Pinvention, le niveau d'expression de la proteine p53 sauvage et des variants 
V-325, V-336 et V-343 a 6t6 analyst dans les cellules SAOS-2. Pour ce faire 
les cellules sont transfectees par 3|jg de chacun des plasmides utilises dans 
I'exp6rience pr6c6dente, et r6cup6r6es 24 heures et 48 heures aprds la 

15 transfection. Aprds deux lavages en tampon PBS (Gibco BRL), les cellules 
sont Iys6es 15 minutes & 4°C dans 50|il de tampon RIPA (Tris-Hcl 10 mM pH 
8,0, 150 mM NaCI, 1 mM EDTA, 1%,Nonidet-P40, 1% d6oxycholate de 
sodium, 0,1% dod6cyl sulfate de sodium) additionn6 de 2 mM PMSF, 20 
jag/ml aprotinine, 2 ng/rnl E64, 2 pg/ml leupeptine et 2 |jg/ml pepstatine. 

20 Apr6s 15 min de centrifugation a 15000 rpm, les surnageants sont pr6leves, 
additionn6s de tampon de migration (Laemmli U.K., Nature, 227, 680-685, 
1970) et soumis & 6lectrophor§se sur gel de polyacrylamide & 10% en milieu 
d6naturant & 200V suivant le protocole pr6c6demment d6crit (Laemmli U.K., 
Nature, 227, 680-685, 1970). Puis les prot6ines sont transferees sur 

25 membrane de PVDF (NEN Research Products) en utilisant le syst6me de 
transfert semi-sec NOVEX suivant les recommandations du frabiquant, et 
r6v6l6es a I'aide de I'anticorps monoclonal pAb 240 (Oncogene Sciences, 
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Ab-3) et d'un anticorps secondaire (lapin anti-souris) coupl6 & la peroxydase 
(Nordic Immunology) en utilisant le kit ECL (Amersham). 

Le r6suttat de cette experience pr6sent6 dans la Figure 9 montre que 
les variants V-325 et V-336 sont exprim6s a un niveau comparable £ celui de 
5 la proteine p53 sauvage et que le variant V-343 sembie I6g6rement mieux 
exprim6 que les precedents. De plus la comparaison des niveaux 
depression & 24 et 48 heures sembie indiquer que la stability relative de 
chacune des constructions est similaire. Ce r6sultat montre done que 
Tactivit6 accrue des variants de I'invention V-325 et V-336 n'est pas due & 
10 une meilleure expression mais probablement & un potentiel d'activateur 
transcriptionnel accru, contrairement au variant V-343. 

Par la suite, et dans le but de confirmer cette capacitS des variants de 
I'invention d'activer un g6ne plac6 sous la d6pendance d'un 6l6ment de 
reconnaissance de la p53 sauvage, P6tude de I'activation de gdnes 
15 endogdnes a 6t6 effectu6e en regardant I'expression des g6nes hdm2 et 
WAF1 , normalement induits par la proteine p53. 

Cette experience a 6t6 effectu6e dans la lignee cellulaire EB (cancer 
du colon) d6ficiente pour les deux alleles codant pour la proteine p53 (Shaw 
et al., PNAS 89 (1992) 4495). Un clone stable exprimant la proteine p53 sous 

20 contr6le du promoteur inductible de la metallothioneine a et6 construit & 
partir de cette Iign6e (clone EB-1 (Shaw et al., PNAS 89 (1992) 4495)). De 
la meme fagon un autre clone stable exprimant la proteine V-325 sous 
contr6le du promoteur inductible de la metallothioneine a 6t6 construit en 
utilisant un plasmide d6riv6 du vecteur pmlMTIi (obtenu de P. Shaw) par 

25 insertion du cDNA codant pour la proteine V-325 aux sites EcoR I - Not I 
(pmlMTI i-V325). Pour ce faire, les cellules EB (3.5 10 5 cellules) ont 6te 
transferees par 1,3 yg du plasmide pmlMT1i-V325 et 200 ng de plasmide 
pcDNA3 suivant le protocole pr6c6dement d6crit et les clones stables ont 6t6 
seiection6s apr6s transfection par croissance dans un milieu contenant 
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800ng/ml de g6n6ticine. Un clone exprimant V-325 de fagon inductibie & un 
niveau comparable d Texpression de la proline p53 dans le clone EB-1 a 
6t6 s6lection6 (clone EB-V325). 

Les clones EB-1 et EB-V325 ainsi que les cellules parentales EB (10 6 
5 cellules) ont 6t6 sou mis & un traitement au ZnCI 2 (200 |iM) et des extrarts 
ceilulaires ont 6t6 eff6ctu6s a differents temps et sou mis & 6lectrophor6se et 
transfert sur membrane comme d6crit pr6c6dement. Les prot6ines 
transf6r6es ont 6t6 r6v6l6es par trois anticorps diff6rents; Panticorps 
monoclonal pAb240 dirig6 contre la proteine p53, et deux anticorps 

10 polyclonaux dirig6s Pun contre la prot6ine hdm2 et I'autre contre la prot6ine 
WAF1. Les r6sultats de cette experience pr6sent6s dans la Figure 10, 
montrent que: 1) la prot6ine p53, absente dans les cellules EB, EB-V325 et 
EB-1 en I'absence d'induction, est exprim6e dans le clone EB-1 dds 4 heures 
apr&s le d6but du traitement au zinc, et le variant V-325 est exprim6 de la 

15 m&me fagon dans le clone EB-V325, 2) la prot§ine WAF1 dont Texpression 
semble dtre induite dans les cellules EB par le traitement au zinc 4 heures 
aprds le d6but de celui-gi, voit son expression prolong6e jusqu'& 16 heures 
dans les clones EB-1 et EB-V325, et 3) Tinduction de la prot6ine hdm2 n'est 
observable que dans les clones EB-1 et EB-V325, avec une expression 

20 accrue dans le clone EB-V325. 

Ces r6sultats montrent que I'activation de la transcription par le variant 
V-325 se traduit par induction de Texpression de g£nes normalement induits 
par la prot6ine p53 sauvage, et que ce variant presente bien une activity 
accrue dans un contexte physiologique par rapport & la prot6ine p53 
25 sauvage. 

D2.2 - Effet de la prot6ine E6 (HPV18) sur la fonction transactivatrice 

Les protocoles utilises sont identiques & ceux dfecrits dans I'exemple 
D1.1. Dans cette experience de transfection, les constructions plac6es sous 
contrdle du promoteur CMV (pCDNA3) ont 6t6 co-trans1ect6es avec des 
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concentrations croissantes d'un plasmide exprirnant E6 sous contrdle du 
promoteur SV40 (pSV2). Les r6sultats obtenus dans la Iign6e SAOS-2 et 
pr6sent6s dans la Figure 11 montrent les proprietes suivantes pour chacune 
des constructions: 

5 - I'activrte de la p53 decroit au fur et & rnesure que Ton augmente la 

concentration de E6 9 cette decroissance etant trds probablement le reflet de 
la degradation de la p53 induite par E6. 

- la proteine V-336 pr6sente une absence de sensibility & E6. 

- la proteine V-325 semble pouvoir §tre I6gerement activ6e par E6. La 
10 proteine V-325 est toujours, et dans toutes les situations observ6es, plus 

active que la p53. Pour confirmer cette difference de comportement vis-&-vis 
de la proteine E6, 1'activite transactivatrice des constructions V-325 et V-336 
dans des cellules HPV18 positives (HeLa) et done exprirnant la proteine E6, 
a 6t6 test6e et compar6e k cede de la p53 sauvage. 

15 Dans cette experience de transfection effectuee selon le protocole 

d6crit pr6c6demment, les diff6rentes constructions ont et6 placees sous 
contrdle du promoteur CMV (pCDNA3). 

Les r6sultats pr6sent6s dans la Figure 12 montrent une tr6s nette 
activite transcriptionnelle des deux constructions V-325 et V-336, dans un 
20 contexte ou la proteine p53 sauvage est tr£s peu active, laissant supposer a 
nduveau que ces deux constructions sont insensibles d E6 contrairement & la 
proteine sauvage. 

Pour tester si cette absence de sensibifite & la proteine E6 est le reflet 
d'une meilleure stability en r6ponse k la degradation induite par cette 
25 proteine, une experience de degradation in vitro a 6t6 effectuee. 

Les differentes molecules utilisees dans cette experience ont ete 
obtenues par traduction in vitro en lysat de reticulocytes des molecules 
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decrites dans I'exemple C1 (vecteur pcDNA3) en utilisant le kit TNT Coupled 
Reticulocyte lysate Systems (Promega) suivant le protocole experimental 
decrft par le fournisseur pour un volume reactionnel total de 50 ul. 

Pour cette experience, les molecules hybrides de I'invention V-325 et 
5 V-336 ainsi que la proteine p53 sauvage sont produites par traduction in vitro 
en presence de 44 uCi de ^S-methionine (Amersham) (1175 Ci/mmole) pour 
generer ces molecules hybrides radioactivement marquees. La proteine E6 
(HPV18), quand a elle est produite dans les memes conditions mais en 
absence de ^S-methionine. 

Puis 2 ul de chacun des produits radiomarques (p53, V-325 et V-336) 
sont mis a incuber a 30°C avec 2 |il de proteine E6 non radiomarquee et 10 
M' de lysat de reticulocyte dans un volume final de 40 pi de tampon Tris-HCI 
25mM, pH 7,5, 100 mM NaCI, 3 mM DTT. La reaction est ensuite arretee a 
differents temps par prelevement de 7,5 pi du milieu reactionnel et addition 
de 7,5 Ml de tampon de migration (Laemmli U.K., Nature, 227, 680-685, 
1970) et les echantillons ainsi prepares sont soumis a electrophorese sur gel 
de polyacrylamide a 10% en milieu denaturant a 200 V suivant le protocole 
precedemment decrit (Laemmli U.K., Nature, 227, 680-685, 1970). Le gel est 
ensuite seche et revele a I'aide d'un instantimager (Packard instruments) qui 
permet d'estimer les quantites de variants de I'invention n'ayant pas et6 
degrades au cours de la reaction. 

Le resultat de cette experience presente sur la figure 13 montre 
clairement que les variants V-325 et V-336 sont beaucoup plus resistants 
que la proteine p53 sauvage a la degradation induite par E6, avec de 
25 nouveau de meilleures proprietes pour le variant V-325 en terme de 
resistance a la degradation. Ces resultats refletent bien les differences de 
sensibilite de la proteine p53 sauvage et des variants V-325 et V-336 a la 
proteine E6 observes au niveau de I'activite transcriptionnelle dans les 
experiences precedentes (Figures 1 1 et 12). 
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Ce comportement fait de ces deux constructions des candidats super- 
sauvage particulidrement avantageux pour le traitement de pathologies Ii6es 
& hnfection par HPV16 ou HPV18, 

D2.3 - Effet d'un mutant p53 dominant-n6gatif sur la fonction 
5 transactivatrice 

Dans cette experience, le mutant H175, d6crit comme dominant 
oncog6nique et dominant n6gatif vis d vis de la proteine p53 sauvage, a 6t6 
utilise. Dans cette experience de transfection effectu6e selon le protocole 
d6crit pr6c6demment, les diff6rentes constructions ainsi que le mutant H175 
10 ont 6t6 plac6s sous contr6le du promoteur CMV (pCDNA3). Chacune des 
constructions a 6te co-transfect6e avec des concentrations croissantes du 
plasmide exprimant le mutant H175. 

Les r6sultats pr6sent6s dans la Figure 14 montrent les proprietes 
suivantes pour chacune des constructions: 

15 - la proteine p53 voit son activite transactivatrice diminuer lorsqu'elle 

est en presence d'un exc§s de forme mutee H175, ce qui correspond bien £ 
une situation physiologique puisque Ton sait que ce type de forme mutante 
est beaucoup plus stable que la p53 sauvage et done toujours en exc6s. On 
mesure done bien l& Teffet dominant-n6gatif de ce mutant. 

20 - la proteine AS presente une sensibilite accrue ^ Teffet dominant 

n6gatif du mutant H175, puisque sensible 6 des concentrations plus faibles 
decelui-ci. 

- au contraire, les proteines V-325 et V-336 ne sont non seulement 
plus sensibles ^ Teffet dominant-n6gatif mais voient meme leur activite 
25 augmentee de fagon dose-d6pendante en presence de la forme mutante 
H175, De nouveau, dans cet essai la proteine V-325 presente un effet accru 
par rapport & la proteine V-336 la confirmant un peu plus dans son possible 
statut de super-sauvage. 
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D2.4 - Effet de la proteins hdm2 sur la fonction transactivatrice 

Les protocoles utilises sont Identiques a ceux decrits dans I'exemple 
D1.1. Dans cette experience de transfection, les constructions placees sous 
contrdle du promoteur CMV (pcDNA3) sont co-transfectees avec des 
5 concentrations croissantes d'un plasmide exprimant hdm2 (fragment 1-134) 
sous contrdle du promoteur CMV (pcDNA3). Les resultats obtenus dans la 
lignee SAOS-2 et presentes dans la Figure 15 montrent les proprietes 
suivantes pour chacune des constructions: 

- I'activite de la proteine p53 decroit au fur et a mesure que Ton 
10 augmente la concentration de hdm2, ce qui correspond bien a une situation 

physiologique. 

- la proteine V-325 semble etre insensible a cette inhibition par hdm2. 

Ce comportement fait de la proteine V-325 un candidat super-sauvage 
particulidrement avantageux pour le traitement de pathologies Ii6es a a 
15 surexpression de hdm2, et plus particulierement, au traitement des 
pathologies liees a la surexpression de proteines cellulaires interagissant 
avec le domaine N-terminal de la proteine p53. 

Les resultats de ces quatre experiences montrent clairement que les 
variants selon I'invention, notamment les variants contenant la region 

20 75-325-lz ou 75-336-lz, presentent 1) une activite transactivatrice accrue, 2) 
une sensibilite moindre a I'effet de ia proteine E6 de HPV18, 3) I'absence de 
sensibilite a I'effet dominant-negafrf de certains mutants de la p53 et meme 
I'accroissement de son activite dans un tel contexte, et 4) une absence de 
sensibilite a la proteine hdm2. Ces differentes proprietes sont tout a fait 

25 remarquables et inattendues et conferent aux variants de I'invention des 
avantages therapeutiques considerables. 

D3 - Effet sur la croissance cellulaire 
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L'effet des constructions V-325 et V-336 sur la croissance cellulaire a 
ete teste en parallele avec la p53 sur differents types de lignees cellulaires 
dans une experience de formation de colonies resistantes a la neomycine 
suite a la transfection par des plasmides exprimant ces trois proteines. 

5 Dans cette experience de transfection effectuee selon le protocole 

decnt precedemment, les differentes constructions ont ete placees sous 
contrdle du prornoteur CMV (pCDNA3). 

Protocole de formation de colonies resistantes a la neomycine 

48h apres transfection, les cellules sont gratees et transferees dans 
des boites de Petri de 10 cm de diametre et remises a pousser avec 10 ml de 
m,l,eu DMEM addition^ de 10% de serum de veau foetal inactive a la chaleur 
et contenant 400 ug/ml de geneticine (G418). Suite a une selection de 15 
jours en presence de G418, le nombre de colonies Neo R est determine par 
comptage apres coloration a la fuchsine. 

Cette experience a ete effectuee sur differents types cellulaires dont le 
statut des proteines p53 et Ras est presente dans le Tableau 2 
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Tableau 2: Statut des Iign6es cellulaires utilises dans le test de 
formation de colonies N6o R 



lignee 


p53 


Ras 


ci iravnrAcciAn 

our6Apression 
hdm2 


n° ATCC 


SAOS-2 


-/- 


? 


- 


HTB 85 


HCT 116 


? 


Ki-Ras mut6 


- 


CCL 247 


H322 


L248 


? 




(*) 


H 460 


sauvage 


Ki-Ras mut6 




HTB 177 


HeLa 


sauvage 


? 




CCL 2 


OsA-CL 


? 


? 


+ 


(**) 



(*) Putnam et al., Surg. Oncol., 1 (1993), 49 

(**) Oliner et al., Nature, 358, (1992), 80 

5 Les resultats de ces experiences sont presentes dans le Tableau 3 et 

sur la Figure 16.. 
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Tableau 3: Formation de colonies N6o R 



Iign6e 


vecteur 


p53 sauvage 


V-325 


V-336 


SAOS-2 


253 


17 


12 


13 


HCT116 


112 


62 


58 


61 


H322 


93 


5 


2 


3 


H460 


153 


110 


87 


92 


HeLa 


172 


151 


31 


47 



Ces r6sultats montrent que les constructions V-325 et V-336 
possddent la capacity de bloquer la croissance cellulaire de fagon au moins 
aussi efficace que la prot6ine p53 sauvage dans des contextes cellulaire ou 
5 celle-ci peu fonctionner norrnalement (p53 sauvage ou double d6f6tant), mais 
surtout qu'elles conservent cette activite meme dans des contextes 
cellulaires ou la prot6ine p53 sauvage est tr6s peu active (cellules HeLa 
exprimant la proline E6 de HPV18 et cellules OsA-CL presentant une 
surexpression de la proteine hdm2). Cette propri6te confere aux variants de 
10 Tinvention des avantages th6rapeutiques considerables. 

D4 - Activite apoptotique des variants de Tinvention 

L'activit6 apoptotique des variants de Tinvention a 6te etudi6e en 
utilisant les cellules EB, EB-1 et EB-V325 et les conditions d'induction 
pr6c6dement d6crites (exemple D1). 

15 Les cellules ainsi induites (10 6 cellules) sont fix6es et perm£abilisees 

par une incubation de 40 minutes dans 1 ml de Permealix (Ortho Diagnostic 
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Systems Inc.), puis Iav6es deux fois en tampon A (PBS (Gibco BRL) 
additionne de 0,5% de Tween 20), avant d'etre resuspendues et incub6es v 
une heure & temp6rature ambiante dans 100 pi de tampon A additionne de 
2% BSA (PBS-BSA) et 1 pg de I'anticorps monoclonal pAb240. Apres deux 
5 nouveaux lavages en tampon PBS-BSA, ies cellules sont incub6es 1 heure & 
temperature ambiante dans 100 pi du m6me tampon additione de 1 pg d'un 
anticorps polyclonal secondaire couple & la fluoresc6ine (GAM-FITC 
(Immunotech)). Puis, Ies cellules sont Iav6es deux fois dans le tampon A, 
resuspendues dans 1 ml du m6me tampon contenant 5 pg d'iodure de 
10 propidium et 1 mg de RNase (DNase-free), et incub6es 30 min £ temperature 
ambiante avant d'etre analys6es par cytometrie de flux. 

Les r6sultats d'une experience d'induction de 24 et 48 heures 
effectu6e sur les cellules EB-1 et EB-V325 sont pr6sent6s dans la Figure 17. 
Dans ces conditions les cellules exprimant la proteine p53 sauvage ou son 
15 variant V-325 (d6tect6s par I'anticorps pAb240) sont majoritairement 
r6parties en phase Q1 et sub-G1 (apoptose) apres 24 heures d'induction, 
puis essentiellement en sub-G1 apres 48 heures. Ce resultat indique 
clairement que la proteine V-325 est capable, tout comme la proteine p53 
sauvage, d'induire I'apoptose. 

20 Les r6sultats d'une experience cinetique d'induction effectu6e sur les 

cellules EB et les clones EB-1 et EB-V325 pr6sent6s dans la figure 18 
montrent que le variant V-325 semble induire plus rapidement et plus 
massivement I'apoptose que la proteine p53 sauvage. En tenant compte du 
fait que les deux proteines semblent etre exprim6es e des niveaux 

25 comparables dans ces clones (cf § D1), ce r6sultat conforte Pid6e d'une 
activite am6lior6e du variant V-325 par rapport a celle de la proteine p53 
sauvage. 
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LISTE DE SEQUENCES 

5 (1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, AVENUE RAYMOND ARON 
10 (C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: (1) 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.91 



15 



20 



50 



(ii) TITRE DE L ' INVENTION: Variants de la proteine p53 et 
utilisations therapeutiques 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 6 



(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR O RD I NAT EU R : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

25 (D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

30 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 112 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON ■ 
40 (iv) ANTI-SENS: NON 

45 <xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AGATCTGAAG GCCCTCAAGG AGAAGCTGAA GGCCCTGGAG GAGAAGCTGA AGGCCCTGGA 60 
GGAGAAGCTG AAG GC AC TAG TGGGGGAGCG ATGATGAATC GAT AT C G CG G CC 112 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR: 266 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
5 (iv) ANTI-SENS: NON 



10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

AAGCTTGAAT TCGTTAACAT GTCCACGGCC CCCCCGACCG ATGTCAGCCT GGGGGACGAG 60 

CTCCACTTAG ACGGCGAGGA CGTGGCGATG GCGCATGCCG ACGCGCTAGA C GAT TT C GAT 120 

15 

CTGGACATGT TGGGGGACGG GGATTCCCCG GGGCCGGGAT TTACCCCCCA CGACTCCGCC 180 

CCCTACGGCG CTCTGGATAT GGCCGACTTC GAGTTTGAGC AGATGTTTAC CGATGCCCTT 24 0 

20 GGAATTGACG AGTACGGTGG TCGACC 2 66 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

25 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 76 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

30 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
35 (iv) ANTI-SENS: NON 



40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

TCGAGCCTGC AGCCTAGAGC CTTCCAAGCC CTCATGAAGG AGGAAAGCCC AAACTGCTAG 60 
TGAGGATCCG CGGCCG ■ 7 6 



45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 788 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
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10 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCTA CACCGGCGGC CCCTGCACCA 60 

GCCCCCTCCT GGCCCCTGTC ATCTTCTGTC CCTTCCCAGA AAACCTACCA GGGCAGCTAC 120 

GGTTTCCGTC TGGGCTTCTT GCATTCTGGG AC AG C CAAGT CTGTGACTTG CACGTACTCC 180 

CCTGCCCTCA ACAAGATGTT TTGCCAACTG GCCAAGACCT GCCCTGTGCA GCTGTGGGTT 24 0 

15 GATTCCACAC CCCCGCCCGG CACCCGCGTC CGCGCCATGG C CAT CT AC AA GCAGTCACAG 300 

CACATGACGG AGGTTGTGAG GCGCTGCCCC CACCATGAGC GCTGCTCAGA TAGCGATGGT 360 

CTGGCCCCTC CTCAGCATCT TATCCGAGTG GAAGGAAATT TGCGTGTGGA GTATTTGGAT 42 0 

20 

GACAGAAACA CTTTTCGACA TAGTGTGGTG GTGCCCTATG AGCCGCCTGA GGTTGGCTCT 4 80 

GACTGTACCA CCATCCACTA C AAC T AC AT G TGTAACAGTT CCTGCATGGG CGGCATGAAC 54 0 

25 CGGAGGCCCA TCCTCACCAT CAT C AC AC T G GAAGACTCCA GTGGTAATCT ACTGGGACGG 600 

AACAGCTTTG AGGTGCGTGT TTGTGCCTGT CCTGGGAGAG ACCGGCGCAC AGAGGAAGAG 660 

AATCTCCGCA AGAAAGGGGA GCCTCACCAC GAGCTGCCCC CAGGGAGCAC TAAGCGAGCA 72 0 

CTGCCCAACA ACACCAGCTC CTCTCCCCAG C C AAAGAAG A AAC C ACT G GA TGGGGATCCG 780 
CGGCCGCC 



30 



35 



45 



50 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 821 paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



788 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

55 GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCTA CACCGGCGGC CCCTGCACCA 60 

GCCCCCTCCT GGCCCCTGTC ATCTTCTGTC CCTTCCCAGA AAACCTACCA GGGCAGCTAC 120 

GGTTTCCGTC TGGGCTTCTT GCATTCTGGG AC AGC CAAGT CTGTGACTTG CACGTACTCC 180 
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CCTGCCCTCA 


ACAAGATGTT 


TTGCCAACTG 


GCCAAGACCT 


GCCCTGTGCA 


GCTGTGGGTT 


240 


5 


GATTCCACAC 


CCCCGCCCGG 


CACCCGCGTC 


CGCGCCATGG 


C CAT CTACAA 


GCAGT CAC AG 


300 




C AC AT GACG G 


AGGTTGTGAG 


GCGCTGCCCC 


C AC CAT GAG C 


GCTGCTCAGA 


TAGCGATGGT 


360 




CTGGCCCCTC 


CTCAGCATCT 


TATCCGAGTG 


GAAGGAAATT 


TGCGTGTGGA 


GTATTTGGAT 


420 


10 


GACAGAAACA 


CTTTTCGACA 


TAGTGTGGTG 


GTGCCCTATG 


AGCCGCCTGA 


GGTTGGCTCT 


480 




GACTGTACCA 


CCATCCACTA 


CAACTACATG 


TGTAACAGTT 


CCTGCATGGG 


CGGCATGAAC 


54 0 


15 


CGGAGGCCCA 


TCCTCACCAT 


CAT C AC ACT G 


GAAGACT C C A 


GTGGTAATCT 


ACTGGGACGG 


600 


AACAGCTTTG 


AGGTGCGTGT 


TTGTGCCTGT 


CCTGGGAGAG 


ACCGGCGCAC 


AGAGGAAGAG 


660 




AATCTCCGCA 


AGAAAGGGGA 


GCCTCACCAC 


GAGCTGCCCC 


CAGGGAGCAC 


TAAGCGAGCA 


720 


20 


CTGCCCAACA 


ACACCAGCTC 


CTCTCCCCAG 


C C AAAGAAG A 


AACCACTGGA 


TGGAGAATAT 


780 




TTCACCCTTC 


AGATCCGTGG 


GC GT GAG GAT 


CCGCGGCCGC 


C 




821 



25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

<iv) ANTI-SENS: NON 



40 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
ATGGAGGAGC CGCAG 

45 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
' (iv) ANTI-SENS: NON 
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5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

GGCGGCCGCG AT AT C GATT C ATCAGTCTGA GTCAGGCCCT TC 

10 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

20 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GGCGGCCGCG AT AT C G ATT C ATCAGCTCGA GTGAGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i). CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 4 3 paires de bases 

<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

45 



30 



50 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9; 
TCGAGCCTGC AGCCTAGAGC CTTCCAAGCC CTCATGAAGG AGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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15 



71 



(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
AAAGCCCAAA CTGCTGATGA AT C GAT AT C G C 31 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

30 



35 



40 



50 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TGAGGGCTTG GAAGGCTCTA GGCTGCAGGC 30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GGCCGCGATA T C G ATT CAT C AGCAGTTTGG GCTTTCCTCC TTCA 44 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 3 9 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 <ii) TYPE . DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

15 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
20 GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCT 39 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

25 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
35 (iv) ANTI-SENS: NON 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

GGCGGCCGCG GATCCCCATC CAGTGGTTTC TT 32 

45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

55 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS : NON 
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(xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
5 ATCTGAATGG CGCTC 15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

10 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
20 (iv) ANTI-SENS: NON 



25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

GGCGGCCGCG GATCCTCACG CCCACGGATC TG ; - 32 

30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
AAGCTTGAAT TCGTTAACAT GTCCACGGCC CCCCCGACC 39 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



50 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) " HYPOTHETIQUE: NON 
5 (iv) ANTI-SENS: NON 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18 

GGTCGACCAC CGTACTCGTC AAT 

15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

30 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19 
GATCTGAAGG CCCTCAAGGA GAAGCTGAAG GCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE . DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

50 



35 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20 
CTGGAGGAGA AGCTGAAGGC CCTGGAGGAG AAGCTG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 
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(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 38 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



15 



20 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
AAG G C ACT AG TGGGGGAGCG AT GAT GAAT C GATATCGC .38 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30. (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

35 



40 



45 



55 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
AAG GC ACTA G TGGGGGAGCG AT GAT GAAT C GATATCGC 38 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 



<i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE^MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
TAGTGCCTTC AGCTTCTCCT CCAGGGCCTT CAGCTT 36 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

20 



25 



30 



40 



50 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 24: 
GGCCGCGATA T C GATT CAT C ATCGCTCCCC CAC 3 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1095 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
35 (Di CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

. (iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 
45 (A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 1095 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 

ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC GAG CTC CAC 4 8 

Met Ser Thr. Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His 
1 .5 10 15 



55 TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG CTA GAC GAT 
Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala Leu Asp Asp 
20 25 30 



96 



TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG CCG GGA TTT 14 4 
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Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly Pro Gly Phe 
35 40 45 

ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAG GGC GCT CTG GAT ATG GCC GAC TTC 192 
5 Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met Ala Asp Phe 
50 55 60 

GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC GAG TAG GGT 24 0 

Glu Phe Glu Gin Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly lie Asp Glu Tyr Gly 
10 65 70 75 80 

GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC 2 88 

Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
85 90 95 

CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG 336 
Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin 
100 105 110 

GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 384 
Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys 
115 120 125 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 4 32 

Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin ' 
130 135 140 

CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 
Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 
30 150 155 160 

CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC 
Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala He Tyr Lys Gin Ser Gin His 

35 165 170 175 

ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT 57 6 

Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp 
180 185 190 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT 624 
Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin His Leu He Arg Val Glu Gly Asn 
195 200 205 

TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT CGA CAT AGT GTG 672 
Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val 
210 215 220 

GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC 72 0 

Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu Val Gl y Ser As P Cys Thr Thr He 
50 225 230 235 240 

CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG 768 
His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg 
245 250 255 



15 



20 



25 



40 



45 



55 



480 



528 



AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA 816 
Arg Pro He Leu Thr He He Thr Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu 
260 265 270 
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CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA 864 

Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg 
275 280 285 

GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC 912 

Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His 
290 295 300 



10 



CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC 960 
His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr 
305 310 315 320 

AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGG GAT CTG AAG 1008 
Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys Lys Pro Leu Asp Gly Asp Leu Lys 
15 325 330 335 

GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG 1056 
Ala Leu Lys Glu Lys Leu Lys Ala Leu Glu Glu Lys Leu Lys Ala Leu 
340 345 350 

GAG GAG AAG CTG AAG GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA TGA 1095 
Glu Glu Lys Leu Lys Ala Leu Val Gly Glu Arg * + 
355 360 365 



20 



25 



35 



40 



45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1128 paires de bases 
30 <B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
Uv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . . 112 8 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 



ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC GAG CTC CAC 4 8 

Met Ser Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His 

50 370 375 380 

TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG CTA GAC GAT 96 

Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala Leu Asp Asp 

385 390 395 

TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG CCG GGA TTT 14 4 

Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly Pro Gly Phe 
400 405 410 
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ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG GCC GAC TTC 192 

Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met Ala Asp Phe 
415 420 425 

5 GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC GAG TAC GGT 24 0 

Glu Phe Glu Gin Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly lie Asp Glu Tyr Gly 

430 435 440 445 

GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC 2 88 

10 Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala 

450 455 460 

CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG 336 

Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin 

15 465 470 475 

GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 384 

Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys 
480 485 490 

20 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 4 32 

Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin 
495 500 505 

25 CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 4 80 

Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 

510 515 520 525 

CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC 52 8 

30 Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala lie Tyr Lys Gin Ser Gin His 

530 535 540 

ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT 57 6 

Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp 

35 545 550 555 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT 62 4 

Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro .Gin His Leu lie Arg Val. Glu Gly Asn 
560 565 570 



40 



TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT CGA CAT AGT GTG 67 2 

Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val 
575 580 585 



45 GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC 72 0 

Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu Val Gly Ser Asp Cys Thr Thr lie 
590 595 600 605 

CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG 7 68 

50 His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg 

610 615 620 

AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA 816 
Arg Pro lie Leu Thr lie lie Thr Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu 
55 625 630 635 

CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA 864 
Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg 
640 645 650 
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GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC 912 
Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His 
655 660 665 

CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC 960 
His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr 
670 675 680 685 



10 AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC 
Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe 
690 695 700 



15 



25 



45 



1008 



ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG GAT CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG 1056 
Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu Asp Leu Lys Ala Leu Lys Glu Lys 
705 710 715 



CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG 1104 
Leu Lys Ala Leu Glu Glu Lys Leu Lys Ala Leu Glu Glu Lys Leu Lys 
20 720 725 730 



GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA TGA 1128 
Ala Leu Val Gly Glu Arg * * 
735 740 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 765 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple. 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

40 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .7 65 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 27: 

ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC GAG CTC CAC 4 8 

50 Met Ser Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His 
380 385 390 

TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG CTA GAC GAT 96 
Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala Leu Asp Asp 
55 395 400 405 

TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG. CCG GGA TTT 14 4 

Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly Pro Gly Phe 
410 415 420 
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ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG GCC GAC TTC 192 

Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met Ala Asp Phe 
425 430 435 440 

GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC GAG TAC GGT 24 0 

Glu Phe Glu Gin Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly lie Asp Glu Tyr Gly 
445 450 455 

10 GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC 288 

Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
460 465 470 

CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG 336 

15 Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin 
475 480 ' 485 

GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 384 

Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys 

20 490 495 500 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 4 32 

Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin 
505 510 515 520 



25 



45 



CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 4 80 

Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 
525 530 535 



30 CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC 52 8 

Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala lie Tyr Lys Gin Ser Gin His 

540 545 550 

ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT 57 6 

35 ■ Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp 

555 560 565 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT 62 4 

Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin His Leu lie Arg Val Glu Gly Asn 

40 570 575. 580 

TTG CGT GTG GAG TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC 672 

Leu Arg Val Glu Tyr Phe Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu Arg Phe 

585 590 595 600 



GAG ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG 720 
Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin 
605 610 615 



50 GCT GGG AAG GAG CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC TCG AGC TGA TGA 7 65 

Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser * * 
620 625 630 

55 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 816 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .816 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 

ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG .GAC GAG CTC CAC 
Met Ser Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His 
260 265 270 

TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG CTA GAC GAT 
Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala Leu Asp Asp 
275 280 285 

TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG CCG GGA TTT 
Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly Pro Gly Phe 
290 295 300 

ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG GCC GAC TTC 
Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met Ala Asp Phe 
305 310 315 

GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC GAG TAC GGT 
Glu Phe Glu Gin Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly He Asp Glu Tyr Gly 
320 325 330 335 

GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC 
Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
340 345 350 

CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC . CAG 
Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin 
355 360 365 

GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 
Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys 
370 375 380 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 
Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin 
385 390 395 

CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 
Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 
400 405 410 415 

CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC 
Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala He Tyr Lys Gin Ser Gin His. 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 26) 



10 



WO 97/04092 PCT/FR96/01 1 1 1 

83 

420 425 430 

ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT 57 6 

Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp 
435 440 445 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT 624 

Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin His Leu lie Arg Val Glu Gly Asn 
450 455 460 

TTG CGT GTG GAG TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC 672 

Leu Arg Val Glu Tyr Phe Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu Arg Phe 
465 470 475 



15 GAG ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG 720 
Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin 
480 485 490 495 

GCT GGG AAG GAG CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC TCG AGC CTG CAG CCT 768 
20 Ala Gly Lys Glu Pro Gly Gly Ser Arg Ala His Ser Ser Leu Gin Pro 

500 505 510 

AGA GCC TTC CAA GCC CTC ATG AAG GAG GAA AGC CCA AAC TGC TGA TGA 816 
Arg Ala Phe Gin Ala Leu Met Lys Glu Glu Ser Pro Asn Cys * * 
25 515 520 525 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1209 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

35 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
40 (iv) ANTI-SENS: NON 

( ix ) CARACTERI STIQUE : 

■ (A) NOM/CLE: CDS 
45 (B) EMPLACEMENT: 1 12 0 9 



(xi) DESCRIPTION DE 

50 ATG TCC ACG GCC CCC CCG 

Met Ser Thr Ala Pro Pro 
275 

TTA GAC GGC GAG GAC GTG 

55 Leu Asp Gly Glu Asp Val 
290 

TTC GAT CTG. GAC ATG TTG 

Phe Asp Leu Asp Met Leu 



LA SEQUENCE: SEQ ID NO:. 

ACC GAT GTC AGC CTG GGG 
Thr Asp Val Ser Leu Gly 
280 

GCG ATG GCG CAT GCC GAC 
Ala Met Ala His Ala Asp 
295 300 

GGG GAC GGG GAT TCC CCG 
Gly Asp Gly Asp Ser Pro 



29: 

GAC GAG CTC CAC 4 8 

Asp Glu Leu His 

285 

GCG CTA GAC GAT 96 

Ala Leu Asp Asp 



GGG CCG GGA TTT 144 
Gly Pro Gly Phe 
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305 310 315 

ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG 
Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met 
325 330 

GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC 
Glu Phe Glu Gin Met Phe. Thr Asp Ala Leu Gly lie Asp 
340 345 

GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT 
<ily Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro 
355 360 365 



15 CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA 
Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys 
370 375 380 

GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG 
20 Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly 
385 390 395 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG 
Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met 
25 405 410 

CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC 
Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser 
420 425 



CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG 
Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala lie Tyr Lys Gin 
435 440 445 



35 ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC 

Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg 

450 455 - 460 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG 

40 Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin His Leu lie Arg Val 

465 470 475 

TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT CGA 

Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp Arg Asn Thr Phe Arg 

45 485 490 

GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT 

Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu Val Gly Ser Asp Cys 
500 505 

50 

CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC GGC 

His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser Ser Cys Met Gly Gly 

515 520 525 

55 AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GM GAC TCC AGT 

Arg Pro lie Leu Thr He He Thr Leu Glu Asp Ser Ser 

530 535 540 

CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT 



# 
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320 

GCC GAC TTC 192 
Ala Asp Phe 
335 

GAG TAC GGT 24 0 

Glu Tyr Gly 

350 

GCA CCA GCC 288 
Ala Pro Ala 



ACC TAC CAG 336 
Thr Tyr Gin 



ACA GCC AAG 384 
Thr Ala Lys 
400 

TTT TGC CAA 4 32 

Phe Cys Gin 
415 

ACA CCC CCG 4 80 

Thr Pro Pro 

430 

TCA CAG CAC 52 8 

Ser Gin His 



TGC TCA GAT . . 576 
Cys Ser Asp 



GAA GGA AAT 624 
Glu Gly Asn 
480 

CAT AGT GTG 672 
His Ser Val 
495 

ACC ACC ATC 720 

Thr Thr He 

510 

ATG AAC CGG 7 68 

Met Asn Arg 



GGT AAT CTA 816 
Gly Asn Leu 



CCT GGG AGA 8 64 
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Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg 

545 550 555 560 

GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC 912 
5 Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His 

565 570 575 

CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC 960 
His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr 
10 580 585 590 

AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC 1008 
Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe 
595 600 605 

ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG 1056 
Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu 
610 615 620 

20 AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG 1104 
Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gin Ala Gly Lys Glu Pro Gly 
625 630 635 640 

GGG AGC AGG GCT CAC TCC AGC CAC CTG AAG TCC AAA AAG GGT CAG TCT 1152 
25 Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gin Ser 

645 650 655 

ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA 12 00 

Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr Glu. Gly Pro Asp Ser 
30 660 665 670 

GAC TGA TGA 1209 
Asp * * 

675' 



35 



50 



55 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 1149 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 1149 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
ATG GCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC GAG CTC CAC 4 8 
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Met Ala Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His 

1 5 10 15 

TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG CTA GAG GAT 96 

5 Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala Leu Asp Asp 

20 25 30 

TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG CCG GGA TTT 14 4 

Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly Pro Gly Phe 

10 35 40 45 

ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG GCC GAC TTC 192 

Thr Pro His Asp Ser Ala ProTyr Gly Ala Leu Asp Met Ala Asp Phe 

50 55 60 



15 



35 



55 



GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC GAG TAC GGT 24 0 

Glu Phe Glu Gin Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly lie Asp Glu Tyr Gly 
65 70. 75 80 



20 GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC 
Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala 
85 90 95 



288 



CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG 336 

25 Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gin Lys Thr Tyr Gin 
100 105 110 

. GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 384. 

Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly Phe Leu His Ser Gly Thr Ala Lys 
30 115 120 125 

TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA 4 32 

Ser Val Thr Cys Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met Phe Cys Gin 
130 135 140 



CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG 48 0 

Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp Ser Thr Pro Pro 
145 150 155 160 



40 CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC 52 8 

Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met Ala lie Tyr Lys Gin Ser Gin His 
165 170 175 

ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT 57 6 

45 Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser Asp 
180 ■' 185 190 

AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT 624 

Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gin His Leu lie Arg Val Glu Gly Asn 

50 195 200 205 

TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT CGA CAT AGT GTG 672 

Leu Arg Val Glu Tyr Leu Asp Asp Arg Asn Thr Phe Arg His Ser Val 
210 215 220 



GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC 72 0 

Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu Val Gly Ser Asp Cys Thr Thr lie 
225 230 235 240 
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CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG 768 

His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser Ser Cys Met Gly Gly Met Asn Arg 
245 250 255 

5 AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA 816 
Arg Pro lie Leu Thr lie lie Thr Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu 
260 265 270 

CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA 864 
10 Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg 
275 280 285 

GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC 912 
Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His 
15 290 295 300 

CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC 960 

His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr 

305 310 315 320 

20 

AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC 1008 

Ser Ser Ser Pro Gin Pro Lys Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe 

325 . 330 335 

25 ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG GAT 1056 
Thr Leu Gin lie Arg Gly Arg Glu Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Asp 
340 345 350 

CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG 1104 
30 Leu Lys Ala Leu 1 Lys Glu Lys Leu Lys Ala Leu Glu Glu Lys Leu Lys 
355 360 365 

GCC CTG GAG GAG. AAG CTG AAG GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA TGA 114 9" 

Ala Leu Glu Glu Lys Leu Lys Ala Leu Val Gly Glu Arg * * 
35 370 375 380 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

40 (I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1611 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
50 (IV) ANTI-SENS: NON 

( IX ) CARACTERI STIQUE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
55 (B) EMPLACEMENT: 1. . 1611 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
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ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCA GGG GCA GAG CTT GTG GGG TCA 4 8 

MET ALA GLN VAL GLN LEU GLN GLU SER GLY ALA GLU LEU VAL GLY SER 
1 5 10 15 

5 GGG GCC TCA GTC AAG TTG TCC TGC ACA GCT TCT GGC TTC AAC ATT AAA 96 
GLY ALA SER VAL LYS LEU SER CYS THR ALA SER GLY PHE ASN ILE LYS 
20 25 30 

GAC TAC TAT ATG CAC TGG GTG AAG CAG AGG CCT GAA CAG GGC CTG GAG 144 
10 ASP TYR TYR MET HIS TRP VAL LYS GLN ARG PRO GLU GLN GLY LEU GLU 
35 40 45 

TGG ATT GGA TGG ATT GAT CCT GAG AAT GGT GAT ACT GAA TAT GCC- CCG 192 
TRP ILE GLY TRP ILE ASP PRO GLU ASN GLY ASP THR GLU TYR ALA PRO 
15 50 55 60 

AAG TTC CAG GGC AAG GCC ACT ATG ACT GCA GAC ACA TCC TCC AAT ACA 24 0 

LYS PHE GLN GLY LYS ALA THR MET THR ALA ASP THR SER SER ASN THR 
65 70 75 80 



20 



GCC TAC CTG CAG CTC. AGC AGC CTG GCA TCT GAG GAC ACT GCC GTC TAT 288 
ALA TYR LEU GLN LEU SER SER LEU ALA SER GLU ASP THR ALA VAL TYR 
85 90 95 



25 TAT TGT AAT TTT TAC GGG GAT GCT TTG GAC TAC TGG GGC CAA GGG ACC 336 

TYR CYS ASN PHE TYR GLY ASP ALA LEU ASP TYR TRP GLY GLN GLY THR 
100 105 110 

ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT 384 

30 THR VAL THR VAL SER SER GLY GLY GLY GLY SER GLY GLY GLY GLY SER 
115 120 125 

GGC GGT GGC GGA TCG GAT GTT TTG ATG ACC CAA ACT CCA CTC ACT TTG 4 32 

GLY GLY GLY GLY SER ASP VAL LEU MET THR GLN THR PRO LEU THR LEU 
35 130 135 140 

TCG GTT ACC ATT GGA CAA CCA GCC TCC ATC TCT TGC AAG TCA AGT CAG 4 80 

SER VAL THR ILE GLY GLN PRO ALA SER ILE SER CYS LYS SER SER GLN 
145 150 155 160 

40 

AGC CTC TTG GAT AGT GAT GGA AAG ACA TAT TTG AAT TGG TTG TTA CAG 52 8 

. SER LEU LEU ASP SER ASP GLY LYS THR TYR LEU ASN . TRP LEU LEU GLN 

165 170 175 

45 AGG CCA GGC CAG . TCT CCA AAG CGC CTA ATC TAT CTG GTG TCT AAA CTG 576 

ARG PRO GLY GLN SER PRO LYS ARG LEU ILE TYR LEU VAL SER LYS LEU 
180 185 190 

GAC TCT GGA GTC CCT GAC AGG TTC ACT GGC AGT GGA TCA GGG ACA GAT 62 4 

50 ASP SER GLY VAL PRO ASP ARG PHE THR GLY SER GLY SER GLY THR ASP 
195 200 205 

TTC ACA CTG AAA ATC AAC AGA GTG GAG GCT GAG GAT TTG GGA GTT TAT 672 

PHE THR LEU LYS ILE ASN ARG VAL GLU ALA GLU ASP LEU GLY VAL TYR 
55 210 215 220 

TAT TGC TGG CAA GGT ACA CAT TCT CCG CTC ACG TTC GGT GCT GGG ACC 720 

TYR CYS TRP GLN GLY THR HIS SER PRO LEU THR PHE GLY ALA GLY THR 
225 230 235 240 
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AAG CTG GAG CTG AAA CGG GCG GCC GCA TTG CAG ACG CGT CGA CCT GCA 7 68 

LYS LEU GLU LEU LYS ARG ALA ALA ALA LEU GLN THR ARG ARG PRO ALA 
245 250 . 255 

5 

CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC 816 

PRO ALA ALA PRO THR PRO ALA ALA PRO ALA PRO ALA PRO SER TRP PRO 
260 265 270 

10 CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT 864 
LEU SER SER SER VAL PRO SER GLN LYS THR TYR GLN GLY SER TYR GLY 
275 280 285 

TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC 912 
15 PHE ARG LEU GLY PHE LEU HIS SER GLY THR ALA LYS SER VAL THR CYS 
290 295 300 

ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC CAA CTG GCC AAG ACC 960 
THR TYR SER PRO ALA LEU ASN LYS MET PHE CYS GLN LEU ALA LYS THR 
20 305 310 315 320 

TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC 1008 

CYS PRO VAL GLN LEU TRP VAL ASP SER THR PRO PRO PRO GLY THR ARG 

325 330 335 

25 

GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT 1056 

VAL ARG ALA MET ALA ILE TYR LYS GLN SER GLN HIS MET THR GLU VAL 

340 345 350 

30 GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG 1104 
VAL ARG ARG CYS PRO HIS HIS GLU ARG CYS SER ASP SER ASP GLY LEU 
355 360 365 

GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG 1152 
35 ALA PRO PRO GLN HIS LEU ILE ARG VAL GLU GLY ASN LEU ARG VAL GLU 
370 375 380 

TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT" TTT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT 1200 
TYR LEU ASP ASP ARG ASN THR PHE ARG HIS SER VAL VAL VAL PRO TYR 
40 385 390 395 400 

GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC 12 4 8 

GLU PRO PRO GLU VAL GLY SER ASP CYS THR THR ILE HIS TYR ASN TYR 
405 410 415 

45 

ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC 12 96 

MET CYS ASN SER SER CYS MET GLY GLY MET ASN ARG ARG PRO ILE LEU 

420 425 430 

50 ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC 1344 
THR ILE ILE THR LEU GLU ASP SER SER GLY ASN LEU LEU GLY ARG ASN 
435 440 445 

AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA 1392 
55 SER PHE GLU VAL ARG VAL CYS ALA CYS PRO GLY ARG ASP ARG ARG THR 
450 455 460 

GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC 14 4 0 

GLU GLU GLU ASN LEU ARG LYS LYS GLY GLU PRO HIS HIS GLU LEU PRO 
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465 470 475 480 

CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC 1488 
PRO GLY SER THR LYS ARG ALA LEU PRO ASN ASN THR SER SER SER PRO 
485 490 495 

CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGG GAT CTG AAG GCC CTC AAG GAG 1536 
GLN PRO LYS LYS LYS PRO LEU ASP GLY ASP LEU LYS ALA LEU LYS GLU 
500 505 510 

AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG 1584 
LYS LEU LYS ALA LEU GLU GLU LYS LEU LYS ALA LEU GLU GLU LYS LEU 
515 520 . 525 

15 AAG GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA TGA 1611 
LYS ALA LEU VAL GLY GLU ARG * + 

.530 535 

20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1065 paires de baseS * 

(B) TYPE; nucleotide 

25 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

30 (III) HYPOTHETIQUE: NON 

(IV) ANTI-SENS: NON 



35 (IX) CARACTERI ST I QUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 .. 1065 



40 



45 



50 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 

ATG GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG 
MET GLY GLU TYR PHE THR LEU GLN ILE ARG GLY ARG GLU ARG PHE GLU 
1 5 10 is 

ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT 
MET PHE ARG GLU LEU ASN GLU ALA LEU GLU LEU LYS ASP ALA GLN ALA 
20 25 30 



GAA GGG CCT GAC TCA GAC GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG 
GLU GLY PRO ASP SER ASP GLY ARG PRO ALA PRO ALA ALA PRO THR PRO 



48 



96 



GGG AAG GAG CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC TCC AGC CAC CTG AAG TCC 144 
GLY LYS GLU PRO. GLY GLY SER ARG ALA HIS SER SER HIS LEU LYS SER 
35 40 45 

AAA AAG GGT CAG TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA 192 
55 LYS LYS GLY GLN SER THR SER ARG HIS LYS LYS LEU MET PHE LYS THR 
50 55 60 



240 
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65 



70 



75 



80 



GCG GCC CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT 
ALA ALA PRO ALA PRO ALA PRO SER TRP PRO LEU SER SER SER VAL PRO 
85 90 95 



288 



10 



TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG 

SER GLN LYS THR TYR GLN GLY SER TYR GLY PHE ARG LEU GLY PHE LEU 

100 105 110 

CAT TCT GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC 

HIS SER GLY THR ALA LYS . SER VAL THR CYS THR TYR SER PRO ALA LEU 

115 120 125 

15 AAC AAG ATG TTT TGC CAA CTG* GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG 

ASN LYS MET PHE CYS GLN LEU ALA LYS THR CYS PRO VAL GLN LEU TRP 

130 135 140 



336 



384 



432 



GTT GAT TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC 
20 VAL ASP SER THR PRO PRO PRO GLY THR ARG VAL ARG ALA MET ALA ILE 
145 150 155 160 



480 



25 



TAC AAG CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC 
TYR LYS GLN SER GLN HIS MET THR GLU VAL VAL ARG ARG CYS PRO HIS 
165 170 175 



52 8 



30 



35 



CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT 576 

HIS GLU ARG CYS SER ASP SER ASP GLY LEU ALA PRO PRO GLN HIS LEU 

180 185 190 

ATC CGA GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC 62 4 

ILE ARG VAL GLU GLY ASN LEU ARG VAL GLU TYR LEU ASP ASP ARG ASN 

195 200 205 

ACT TTT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC 672 

THR PHE ARG HIS SER VAL VAL VAL PRO TYR GLU PRO PRO GLU VAL GLY 

210 215 220 



TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC 
40 SER ASP CYS THR THR ILE HIS TYR ASN TYR MET CYS . ASN SER SER CYS 
225 230 235 240 



720 



45 



ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA 
MET GLY GLY MET ASN ARG ARG PRO ILE LEU THR ILE ILE THR LEU GLU 
245 250 255 



768 



50 



55 



GAC TCC AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT 816 
ASP SER SER GLY ASN LEU LEU GLY ARG ASN SER PHE GLU VAL ARG VAL 
260 265 270 

TGT GCC TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC 8 64 

CYS ALA CYS PRO GLY ARG ASP ARG ARG THR GLU GLU GLU ASN LEU ARG 
275 280 285 

AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA 912 
LYS LYS GLY GLU PRO HIS HIS GLU LEU PRO PRO GLY SER THR LYS ARG 
290 295 300 



GCA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA 



960 
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ALA LEU PRO ASN ASN THR SER SER SER PRO GLN PRO LYS LYS LYS PRO 
305 310 315 320 

CTG GAT GGG GAT CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG 1008 
LEU ASP GLY ASP LEU LYS ALA LEU LYS GLU LYS LEU LYS ALA LEU GLU 
325 330 335 

GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCA CTA GTG GGG GAG 1056 
GLU LYS LEU LYS ALA LEU GLU GLU LYS LEU LYS ALA LEU VAL GLY GLU 

340 345 350 

CGA TGA TGA 1065 
ARG * * 
355 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 963 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(IX) CARACTERI STIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 963 

(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 

ATG GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG 4 8 

MET GLY GLU TYR PHE THR LEU GLN I LE ARG GLY ARG GLU ARG PHE GLU 
1 5 10 15 

ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT 96 
MET PHE ARG GLU LEU ASN GLU ALA LEU GLU LEU LYS ASP ALA GLN ALA 
20 25 30 

GGG AAG GAG CCA GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC 14 4 

GLY LYS GLU PRO GLY ARG PRO ALA PRO ALA ALA PRO THR PRO ALA ALA 
35 40 45 

CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG 192 
PRO ALA PRO ALA PRO SER TRP PRO LEU SER SER SER VAL PRO SER GLN 

; 50 55 60 

AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT 24 0 

LYS THR TYR GLN GLY SER TYR GLY PHE ARG LEU GLY PHE LEU HIS SER 
65 70 75 80 

GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG 288 
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GLY THR ALA LYS SER VAL THR CYS THR TYR SER PRO ALA LEU ASN LYS 
85 90 95 

ATG TTT TGC CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT 336 
5 MET PHE CYS GLN LEU ALA LYS THR CYS PRO VAL GLN LEU TRP VAL ASP 
100 105 110 

TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG 384 
SER THR PRO PRO PRO GLY THR ARG VAL ARG ALA MET ALA ILE TYR LYS 
10 115 120 125 

CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG 432 
GLN SER GLN HIS MET THR GLU VAL VAL ARG ARG CYS PRO HIS HIS GLU 
130 135 140 



15 



CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA 4 80 

ARG CYS SER ASP SER ASP GLY LEU ALA PRO PRO GLN HIS LEU ILE ARG 
145 150 155 160 

20 GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT 52 8 

VAL GLU GLY ASN LEU ARG VAL GLU TYR LEU ASP ASP ARG ASN THR PHE 
165 170 175 

CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC 576 

25 ARG HIS SER VAL VAL VAL PRO TYR GLU PRO PRO GLU VAL GLY SER ASP 
180 185 190 

TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC 624 

CYS THR THR ILE HIS TYR ASN TYR MET CYS ASN SER SER CYS MET GLY 

30 195 200 205 

GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC 672 

GLY MET ASN ARG ARG PRO ILE LEU THR ILE ILE THR LEU GLU ASP SER 
210 215 220 

35 

AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC 72 0 

SER GLY ASN LEU LEU GLY ARG ASN SER PHE GLU VAL ARG VAL CYS ALA 
225 230 235 240 

40 TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA 768 

CYS PRO GLY ARG ASP ARG ARG THR GLU GLU GLU ASN LEU ARG LYS LYS 
245 250 255 

GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG 816 

45 GLY GLU PRO HIS HIS GLU LEU PRO PRO GLY SER THR LYS ARG ALA LEU 
260 265 270 

CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT 8 64 

PRO ASN ASN THR SER SER SER PRO GLN PRO LYS LYS LYS PRO LEU ASP 

50 275 280 285 

GGG GAT CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG 912 

GLY ASP LEU LYS ALA LEU LYS GLU LYS LEU LYS ALA LEU GLU GLU LYS 
290 295 300 



55 



CTG AAG GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA 9 60 

LEU LYS ALA LEU GLU GLU LYS LEU LYS ALA LEU VAL GLY GLU ARG * 
305 310 315 320 
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TGA 963 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 1011 paires de bases 
10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 



20 



25 



35 



55 



(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(IX) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .1011 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 



ATG GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG. 4 8 

MET GLY GLU TYR PHE THR LEU GLN ILE ARG GLY ARG GLU ARG PHE GLU 

30 i 5 io is 



ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT 96 

MET PHE ARG GLU. LEU ASN GLU ALA LEU GLU LEU LYS ASP ALA GLN ALA 

20 25 30 

GGG AAG GAG CCA GGT CGA GGA GGT GGT GGC TCT GGA GGC GGA GGA TCC 14 4 

GLY LYS GLU PRO GLY ARG GLY GLY GLY GLY SER GLY GLY GLY GLY SER 

35 .' 40 -45 

40 GGC GGT GGA GGT TCT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC 192 

GLY GLY GLY GLY SER ARG PRO ALA PRO ALA ALA PRO THR PRO ALA. ALA 

50 55 60 

CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG 24 0 

45 PRO ALA PRO ALA PRO SER TRP PRO LEU SER SER SER VAL PRO SER GLN 

65 70 75 80 

AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT 2 88 

LYS THR TYR GLN GLY SER TYR GLY PHE ARG LEU GLY PHE LEU HIS SER 

50 85 90 95 

GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG 336 

GLY THR ALA LYS SER VAL THR CYS THR TYR SER PRO ALA LEU ASN LYS 

100 105 110 



ATG TTT TGC CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT 38 4 

MET PHE CYS GLN LEU ALA LYS THR CYS PRO VAL GLN LEU TRP VAL ASP 
115 120 125 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 97/04092 PCT/FR96/01 1 1 1 

95 

TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAP AAr 
™S PR ° PR ° PRO GL * ™R ARG VAL ARG ALA J£? aS £e J£ 
U 135 140 



45 



1^ CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG' CGC TGC CCC CAC CAT GAG 
245 GLN HIS MET ™ R GLU VAL VAL ARG ARG CYS PRO SJs GlS 

150 155 160 

I« TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA 
ARG CYS SER ASP SER ASP GLY LEU ALA PRO PRO GLN HIS 55 iH £S 



165 170 



175 



fjf ^ GGA ^ TTG CGT GTG GAG TAT TT G GAT . GAC AGA AAC ACT TTT 
^ VAL GLU GLY ASN LEU ARG VAL GLU TYR LEU ASP ASP ARG JSS ThI III 

185 



GGG GAT CTG AAG GCC CTC AAG' GAG AAG CTG AAG GCC CTr rar 
GLY ASP LEU LYS ALA LEU LYS GLU LYS S JyI aS LeS SS GlS Ss 

310 315 320 



4 32 



480 



576 



624 



672 



720 



£o A Stc AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC 
ARG HIS SER VAL VAL VAL PRO TYR GLU PRO PRO GLU vll GLY SER Sp 

20 200 205 

Itl ACC ACC ATC CAC TAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG err 

CYS THR THR ILE HIS TYR ASN TYR MET CYS ASN 5S SER cS J£S GlS 
1U 215 220 

25 GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA r-rr r »r -r--,~ 

225 MET ASN ARG ARG PRO ILE ^ ™ R lit ?£ THR g£S ASP IeR 

230 235 24 o 

m e^I GGT ^ CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC isp 
30 SER GLY ASN LEU LEU GLY ARG ASN SER PHE GLU vIl ARG v2 cS aS 

245 250 255 

TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC rrr a »r »»» 
CYS PRO GLY ARG ASP ARG ARG THR GLU g£S GlS 5£ ARG Jy*S L^ 

260 265 270 

rfv rfu =SI CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG 
GLY GLU PRO HIS HIS GLU LEU PRO PRO GLY SER THR LYS ARC aS LeS 

40 280 285 

CCC AAC AAC ACC -AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG CAT 
PRO ASN ASN THR SER SER SER PRO GLN PRO LYS L^S £05 PrS S Sp 

^ U 29 $ 300 



816 



864 



912 



960 



50 SS JS JS 3S £S SS 35 SS SS S 35 32 £5 SS SS 1008 

325 330 335 

TGA 

* . 1011 

55 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 
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(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



15 

(XI) DESCRIPTION DE. LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 
CGGATCCTCT CGGAACATCT CGAA 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
„ <A) LONGUEUR: 749 paires de bases 

& (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<H) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(III) HYPOTHETIQUE: NON 

(IV) ANTI-SENS: NON 

35 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 



40 


GCCATGGCCC 


AGGTGCAGCT 


GCAGGAGTCA 


GGGGCAGAGC 


TTGTGGGGTC 


AGGGGCCTCA 


60 




GTCAAGTTGT 


CCTGCACAGC. 


TTCTGGCTTC 


AACATTAAAG 


ACTACTATAT 


GCACTGGGTG 


120 


45 


AAGCAGAGGC 


CTGAACAGGG 


CCTGGAGTGG 


ATTGGATGGA 


TTGATCCTGA 


GAAT GGT GAT 


180 




ACT GAAT AT G 


CCCCGAAGTT 


CCAGGGCAAG 


GCCACTATGA 


CTGCAGACAC 


ATCCTCCAAT 


240 




ACAGCCTACC 


TGCAGCTCAG 


CAGCCTGGCA 


TCTGAGGACA 


CTGCCGTCTA 


TTATTGTAAT 


300 


50 


TTTTACGGGG 


ATGCTTTGGA 


CTACTGGGGC 


CAAGGGACCA 


CGGTCACCGT 


CTCCTCAGGT 


360 




GGAGGCGGTT 


CAGGC GGAGG 


TGGCTCTGGC 


GGTGGCGGAT 


CGGATGTTTT 


GATGAC CCAA 


420 


55 


ACTCCACTCA 


CTTTGTCGGT 


TACCATTGGA 


CAACCAGCCT 


CCATCTCTTG 


CAAGTCAAGT 


480 




CAGAGCCTCT 


TGGATAGTGA 


TGGAAAGACA 


TATTTGAATT 


GGTT GTTACA 


GAGGC CAGGC 


540 




CAGTCTCCAA 


AGCGCCTAAT 


CTATCTGGTG 


TCTAAACTGG 


ACTCTGGAGT 


CCCTGACAGG 


600 
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TTCACTGGCA GTGGATCAGG GACAGATTTC AC ACT GAAAA TCAACAGAGT GGAGGCTGAG 660 

GATTTGGGAG TTTATTATTG CTGGCAAGGT ACACATTCTC CGCTCACGTT CGGTGCTGGG 720 

ACCAAGCTGG AGCT GAAACG GGCGGCCGC 74 9 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 45 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 
AAGCTTGAAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTT 45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
GGGTCGACCT GGCTCCTTCC CAGC 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 749 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
5 (IV) ANTI-SENS: NON 



10 (XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 

AAGCTTGAAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTTCAGAT CCGTGGGCGT 60 
15 GAGCGCTTCG AGATGTTCCG AGAGCTGAAT GAGGCCTTGG AACTCAAGGA. TGCCCAGGCT 120 
GGGAAGGAGC CAGGTCGACC C 141 

20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
GGGTCGACCG TCTGAGTCAG GCCCTTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(I) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 749 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



27 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
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AAGCTTGAAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTTCAGAT CCGTGGGCGT 60 

GAGCGCTTCG AGATGTTCCG AGAGCTGAAT GAGGCCTTGG AACTCAAGGA TGCCCAGGCT 120 

GGGAAGGAGC CAGGGGGGAG CAGGGCTCAC TCCAGCCACC TGAAGTCCAA AAAGGGTCAG 18.0 

TCTACCTCCC GCCATAAAAA ACTCATGTTC AAGACAGAAG GGCCTGACTC AGACGGTCGA 240 

CCC 24 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 42: 

15 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(III) HYPOTHETIQUE : NON 

25 

(IV) ANTI-SENS: NON 



30 



35 



45 



50 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
TCGAGGAGGT GGTGGCTCTG GAGGCGGAGG ATCCGGCGGT GGAGGTTC 4 8 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 43: 



(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: .48 paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

■(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 43: 
55 TCGAGAACCC CTACCGCCGG ATCCTCCGCC TCCAGAGCCA CCACCTCC 4 8 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 44: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) N OMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: non 

(v) TYPE DE FRAGMENT: interne 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 44: 

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

(II). TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(III) HYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS: NON 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 45: 
GATCCGAACA TGTCCCAACA TGTTGA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 46: 

(I) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
. (D) CONFIGURATION: lineaire 

(II) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(III) HYPOTHETIQUE: NON 

(IV) ANTI-SENS: NON 



(XI) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 46: 
AGCTTCAACA TGTTGGGACA TGGTCG 
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REVEND1CAT1QNS 

1. Variant de ta proteine p53 dans lequel tout ou partie du domaine 
d'oligom6risation est d6!6t6 et remplac6 par un domaine leucine zipper 
artificial. 

5 2. Variant selon la revendication 1 caracterise en ce que la deletion 
comprend 6galement tout ou partie du domaine de regulation. 

3. Variant selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il comporte une 
deletion de la partie C-terminale, & partir du r6sidu 326. 

4. Variant selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il comporte une 
10 deletion de la partie C-terminale, & partir du residu 337. 

5. Variant selon Tune des revendications pr6c6dentes caracterise en ce que 
le domaine leucine zipper artificiel est un domaine non present & retat 
naturel assurant une selectivity d'oligom6risation. 

6. Variant selon la revendication 5 caracterise en ce que le domaine leucine 
15 zipper possede la sequence SEQ ID n° 1 . 

7. Variant selon Tune des revendications 1 & 6 caracterise en ce que le 
r6sidu arginine en position 182 de la proteine p53 est remplace par une 
histidine. 

8. Variant selon Tune des revendications pr6c6dentes dans lequel tout ou 
20 partie du domaine transactivateur est d6l6t6 et remplace par un domaine 

transactivateur h6t6rologue. 

9. Variant selon la revendication 8 caracterise en ce qu'il comporte une 
d6l6tion des r6sidus 1 & 74. 

1 0. Variant selon la revendication 8 ou 9 caracterise en ce que le domaine 
25 transactivateur h6t6rologue est le domaine transactivateur de VP1 6. 
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11. Variant selon ia revendication 10 caract6ris6 en ce que le domaine 
transactivateur comporte la s6quence SEQ ID n° 2. 

12. Variant selon la revendication 8 ou 9 caract6ris6 en ce que le domaine 
transactivateur h6t6rologue est un domaine transactivateur sp6cifique des 

5 cellules transform6es. 

13. Variant selon la revendication 12 caract§ris6 en ce que ie domaine 
transactivateur est compost d'un domaine prot6ique capable de Her 
s6lectivement un transactivateur ou un complexe transactivateur present 
dans une cellule transform6e. 

10 14. Variant de la prot6ine p53 actif pr6f6rentiellement dans les cellules 
transform6es dans lequel un au moins des domaines fonctionnels de p53 est 
d6l6t6 en tout ou en partie et est substitu6 par un domaine h6t6rologue actif 
pr§f6rentiellement dans les cellules transferases. 

15. Variant selon la revendication 14 caract6ris6 en ce que le domaine 
15 fonctionnels de p53 d6l6t6 et substitu6 est le domaine transactivateur. 

16. Variant selon la revendication 15 comprenant un domaine transactivateur 
actif pr6f6rentiellernent dans les cellules contenant une proteine ras 
oncog6nique ou un mutant de p53. 

17. Variant selon la revendication 16 caract6ris6 en ce que le domaine 
20 transactivateur est un domaine proteique capable de lier s6lectivement un 

transactivateur ou un complexe transactivateur present dans une cellule 
transform6e. 

18. Variant selon la revendication 17 caract§ris§ en ce que le domaine 
proteique comprend un fragment ou un deriv6 d'anticorps, de pr6f6rence un 

25 Fab ou un ScFv. 



• 
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19- Variant selon la revendication 18 caract6ris6 en ce que le domaine 
prot6ique comprend un ScFv dirig6 contre un mutant de la prot6ine p53. 

20. Variant selon Tune des revendications 15 & 19 caract6ris6 en ce que le 
domaine transactivateur naturel est d6l6t6 par suppression des r6sidus 1 d 



21. Variant de la prot6ine p53 comprenant une d6l6tion de la partie 
C-terminale, & partir du r6sidu 366, fusionn§ & la s6quence SEQ ID n° 3 
(AS). 

22. Variant selon la revendication 21 dans lequel tout ou partie du domaine 
10 transactivateur est d6l6t6 et remplac6 par un domaine transactivateur 

h6t6rologue. 

23. Variant selon la revendication 21 ou 22 caract6ris6 en ce que le r§sidu 
arginine en position 182 de la prot6ine p53 est remplac6 par une histidine. 

24. Prot6ine chimdre comprenant un domaine transactivateur, un domaine de 
15 liaison d TADN, un domaine d'adressage au noyau et un domaine 

d'oligom6risation, caract6ris6 en ce que les domaines de liaison d I'ADN et 
d'adressage au noyau sont constitu6s par les acides amines 75 & 325 de la 
prot6ine p53 sauvage humaine (SEQ ID n° 4). 

25. Prot6ine chim6re comprenant un domaine transactivateur, un domaine de 
20 liaison d I'ADN, un domaine d'adressage au noyau et un domaine 

d , oligom6risation, caract6ris6 en ce que les domaines de liaison & TADN et 
d'adressage au noyau sont constitu6s par les acides amines 75 a 336 de la 
prot6ine p53 sauvage humaine (SEQ ID n° 5). 

26. Proteine chimfere selon la revendication 24 ou 25 caracterisee en ce que 
25 le r6sidu arginine en position 182 de la prot6ine p53 est remplac6 par une 



74. 



histidine. 
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27. Proteine chimere selon Tune des revendications 24 a 26 caracterisee en 
ce que le domaine transactivateur est constitue par le domaine 
transactivateur de VP 16. 

28. Proteine chimere selon I'une des revendications 24 a 27 caracterisee en 
5 ce que le domaine transactivateur est constitue par un domaine proteique 

capable de Her selectivement un transactivateur ou un complexe 
transactivateur present dans une cellule transformee. 

29. Proteine chimere selon I'une des revendications 24 a 28 caracterisee en 
ce que le domaine d'oligomerisation est constitu6 par un leucine zipper 

10 artificiel. 

30. Compose V-325 de sequence SEQ ID n° 25 et son variant V-325H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

31. Compose V-336 de sequence SEQ ID n° 26 et son variant V-336H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

15 32. Compose V-367 de sequence SEQ ID n° 27 et son variant V-367H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

33. Compose V-AS de sequence SEQ ID n° 28 et son variant V-ASH 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

34. Compose V-393 de sequence SEQ ID n° 29 et son variant V-393H 
20 comportant une histidine en position 182 de la p53. 

35. Compose V-343 de sequence SEQ ID n° 30et son ^variant V-343H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

36. Compose S-325 de sequence SEQ ID n° 31 et son variant S-325H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 
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37. Compose 393-325 de sequence SEQ ID n° 32 et son variant 393-325H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

38. Compose 360-325 de sequence SEQ ID n° 33 et son variant 360-325H 
comportant une histidine en position 182 de la p53. 

5 39. Compos6 360h-325 de sequence SEQ ID n° 34 et son variant 360h-325H 
comportant une histidine en position 1 82 de la p53. 

40. Acide nucieique codant pour un variant ou une proteine chimere selon 
Tune des revendications 1 d 39. 

41. Acide nucieique selon la revendication 40 caract6ris6 en ce qu'ii s'agit 
10 d'un ADNc, d'un ARN, d'un acide synthetique ou semi-synth6tique. 

42. Acide nucieique selon la revendication 40 caract6ris6 en ce qu'il est 
choisi parmi les acides nucl6iques de sequence SEQ ID n° 25, 26, 27, 28, 
29, 30, 31 32, 33 et 34 

43. Cassette d'expression comprenant un acide nucl6ique selon la 
15 revendication 40, un promoteur permettant son expression et un signal de 

terminaison de la transcription. 

44. Vecteur comprenant un acide nuc!6ique selon la revendication 40 ou une 
cassette selon la revendication 43. 

45. Vecteur selon selon la revendication 44 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
20 vecteur viral. 

46. Vecteur selon selon la revendication 45 caracteris6 en ce qu*il s'agit d'un 
adenovirus recombinant d6fectif. 

47. Vecteur selon selon la revendication 45 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
retrovirus recombinant d£fectif. 
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48. Vecteur selon selon la revendication 45 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
AAV recombinant d6fectif . 

49. Vecteur selon selon la revendication 45 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
HSV recombinant d6fectif, 

5 50. Vecteur selon selon la revendication 44 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur chimique ou biochimique. 

51 Composition pharmaceutique comprenant un acide nucl6ique et ou un 
vecteur selon Tune des revendications 35 a 50. 

52. Composition pharmaceutique comprenant un variant ou une prot6ine 
10 chimdre selon Tune des revendications 1 A 39. 

53. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 51 ou 52 
pour le traitement des d6sordres hyperproliferatifs. 
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